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I GEシリーズの発刊にあたって
地球上の環境は,今,かつてない大きな問題に当
面しております｡世界各地で進行している生態系の
急速な変化のなかには,人間生活に深刻な影響をも
たらす可能性のあるものが,多数含まれています｡一
方,人間の活動が宇宙空間へと拡がるにつれ,地球
外生態系の構築が,新しい課題として登場しつつあ
ります｡生態系の崩壊を防ぎ,より豊かな環境を創
造するための科学的努力が,今日ほど強く求められ
ている時はありません｡
本研究センターは, DNA分子技術を中心に遺伝
子的段階にまで到達した生物研究の諸成果を生か
し,生態系における生物の生活を一層深く解明し,釈
たな人間環境の創造に貢献することを目指しており
ます｡いうまでもなく,この課題はきわめて学際的
であり,多分野の研究者との相互交流と協力によっ
て,はじめて達成されるものであります｡本研究セ
ンターでは,ワークショップによる研究者間の討論
と意見交換を重視するとともに,その成果をより多
くの方々にご利用いただく出版活動にとり組んでお
ります｡ここに発刊しますIGE(Institute of
Genetic Ecologyの略)シリーズも,こうした努力
の一環であります｡
本シリーズの内容は,多岐にわたる可能性をもっ
ておりますが, 3つのタイプに大きく類別されるだ
ろうと考えております｡すなわち, (i)特定のテー
マ,又はトピックについての解明に関するもの(*
印を付します), (ii)特定のテ-ア又はトピックに
関する最新の文献,実験法の紹介に重点をおくもの
(* *印),そして(iii)新しい可能性を求める学際的
交流,対話を試みるもの(***印)であります｡
このIGEシリーズが,多方面の方々のお役に少し
でも立つことを願って,発刊の辞とします｡
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はじめに
南　沢　　　究
地球生態系は,動物,昆虫,植物,微生物の間の多様な相互関係で成り
立っています｡現在の地球生態系は,その構成員である人類の存続をも危
うくするほど破壊が進んでいるといわれる中で,様々なレベルの生物間相
互作用の重要性が認識されはじめています｡植物は微生物の充満した環境
下で進化を遂げ,その過程で特定の微生物と寄生や共生の相互関係を繰り
返しながら,今日の共生関係が進化してきました｡これらの微生物の共生
に関わる分子機構やその多様性を探ることは,生物共生の基本原理を理解
するためにも,環境･食糧問題の解決の糸口をつかむためにも重要であり
ます｡IGEシリーズ本号は,平成10年12月7日, 8日に東北大学遺伝生態
研究センターにおいて｢微生物の共生戦略の分子機構と多様性｣というタ
イトルで,植物と微生物の相互作用を様々な側面から取り上げるワーク
ショップを行った成果をとりまとめたものです｡おそらく,植物と微生物
の相互作用の分子機構や共生微生物の多様性を広い範囲で取り上げたワー
クショップとしては初めての試みではないかと思われます｡本ワーク
ショップを企画するに当たって, ｢根粒菌とマメ科植物の共生機構｣｢共生･
病原微生物の遺伝的多様性と適応進化｣ ｢共生微生物の多様性とその利用｣
の3つの柱を立てました｡
根粒菌とマメ科植物の窒素固定共生系は,生物的窒素固定という農業上
の有用な性質と細胞内共生による共生器官形成という明確な形質のため,
昔から多くの研究者の関心の的になってきましたが,近年,様々な遺伝子
発現等を介した相互作用の様々な分子基盤が明らかになりつつあります｡
根粒菌とマメ科植物の共生系は,細胞内共生という点でも,高い宿主特異
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性という点で,珍しいものです｡種々の共生系の比較により,植物の根圏
に生息していた単生窒素固定菌が,ルーズな共生系から細胞内共生の方向
へ,広い宿主域から狭い宿主域の方向へ,寄生から共生の方向へ進化して
きた結果,現存の根粒菌が進化してきたと考えられています｡したがって,
根粒菌とマメ科植物の窒素固定共生系は,自然界における微生物と植物間
の多様な相互関係を包含したモデル系と考えられます｡そこで,最初に,梶
粒菌とマメ科植物の窒素固定共生系研究の現状やトピックの紹介をして頂
きました｡
マメ科植物と共生する根粒菌は属･種･菌株などのさまざまのレベルで
実に多様ですが,根粒形成に関わる根粒菌側の遺伝子(nodgene)は,水
平伝播している分子進化学上の証拠が多数あります｡共生･病原微生物は,
宿主植物への特異的な感染という強い選択圧のために,共生･病原遺伝子
群がセットとして挙動すること知られています｡このように自然界では共
生菌や病源菌の適応進化がダイナミックに起こっている可能性が指摘され
ています｡微生物共生を考える場合,今後深めるべき重要な視点であると
思われましたので,これらにかかわるトピックも紹介して頂きました｡
根粒菌や典型的な植物病原菌以外に,植物は多様な菌類や細菌と｢緩い｣
共生関係を保います｡最近これらの微生物が,耐病性･耐虫性･生育促進
作用を宿主植物に付与しているケースが明らかにされ,エンドファイト
(Endophyte)と呼ばれています｡植物に内生している微生物として,根粒
菌の様に細胞内共生を起こす場合はまれで,むしろ細胞間隙などに緩く内
生している場合が多いようです｡おそらく,エンドファイトは様々な植物
内に一大生物圏を形成していますが,器官形成や表現型が明確でないこと
や腐生菌との境界が暖昧なので,今まであまり研究の対象とされてこな
かったものと思われます｡今後,エンドファイトの世界を明らかにすると
同時に,どのような切り口からそれらの共生の分子機構を探るかが課題で
あると思われます｡そこで,エンドファイトの研究の現状やトピックの紹
介をして頂きました｡
最後に,お忙しい中,話題提供をして頂いた上に, IGEシリーズ本号の
ために脱稿して下さった方々に深く感謝いたします｡
共生特異的代謝遺伝子群の
発現解析と制御
-コミュニケーション機構解明から,
根粒機能統合へ-
田　島　茂　行
は　じめに
分子状窒素をアンモニアへ変換する酵素(ニトロゲナーゼ)を持つ根粒
菌と,酵素反応に必要な大量の呼吸基質供給を受け持つマメ科植物との協
同作用を実現させた共生窒素固定は,光エネルギーを使った炭酸固定系で
ある光合成と同様に,農業的に重要な代謝系である｡更に微生物が植物細
胞内で営む共生現象の生物学的興味からも古くから研究されてき七｡ 1960
年代にはニトロゲナーゼ単離の成功を端緒とした生化学研究が急速に追
み,ニトロゲナーゼの広い基質特異性や活性中心を人工的に模倣すること
による人工酵素の作製が夢見られたが, 1980年代からはNod遺伝子の発
見,分子生物学的実験手法の発達により,より具体化した形で人工的に様々
な非マメ科植物に共生系を実現する夢が語られた｡この流れの上で,共生
系という複雑な生物系は未解決の問題を多く後に残しなが.らも,両生物間
のシグナル伝達,細胞分化機構の解明を目標とするレベルで多くの研究が
行われ,共生系の実体についての知見が蓄積してきている1･2)0
Nod遺伝子の発見以降すでに20年近く経過し,根粒菌感染後の組織形
成プログラム,新規遺伝子発現の解析は,ゲノムプロジェクト,構造生物
学の勃興とともに,新しい視点から研究の再構築が行われようとしている｡
21世紀の持続的農業に必要な技術としても注目を集めており,この機会
に,根粒特異的代謝系の遺伝子として解析されてきた一連の遺伝子群を再
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整理し,我々の研究成果を織り交ぜて今後の研究展開の方向を考えたい｡
1.共生組織形成と窒素固定
表1に於いて根粒菌がマメ科植物根圏で増殖後,根粒形成に至る過程で
関与すると考えられている過程,根粒菌及び植物側物質,遺伝子を上から
下へ時間経過に従って列挙した｡通常の生活型で恒常的に発現している部
分は記述していない｡この根粒組織形成過程Jこついては多くの優れた総説
があるので,詳しい解説は紙面の関係からそちらを参考にしていただきた
いが,大まかな構成･機能分担が示されている｡この根粒菌の感染と植物
根での根粒形成･宿主特異性という複雑な生命現象がNod遺伝子と名付け
られた1つの根粒菌複合遺伝子によって基本的に規定されているという驚
くべき発見は,このNod遺伝子産物であるNodファクターの実体が植物
ホルモン活性を持つリボキチンオリゴ糖(LCO)であり,この物質を適当
表1.共生組織形成過程における微生物･植物細胞間相互関係
表現型　　　　　　　　　　　　根粒菌側　　　　　　　　　　　　　植物側
根圏で増神
南nod遺伝子活性化
菌nod factor放出　　　　　nod factor
根毛カーリング　　　　　　n()d factor
(初期反応､)
根粒原基･組織誘導　　　　n()d fact()r
ビオナンなどの蘭増殖凶71
イソプラボンなど
複数のレセプター?
レクチン
(根毛細胞原形質流動, Ca2十,濃度変化,アルカリ化4))
cytokinlIIS, Early 110d遺伝子群
蘭の侵入　　　　　　　　　ex(), cxp, pss, per, ndv, )ps, sxf, kps　感染糸形成
gelleS POlyglilacturonase5), EPS,
CPS, cyclic-β-glucan
サブレツサー　　　　　　　　EPSフ
オートレギュレーション
感染,非感染細胞分化
(シンビオゾ-ム膜形成)
歯の植物細胞質への放LT.　バクテロイドへの分化
こい}ゲナーゼ系誘導　　　nlf. fix, cox genes (Nitr()genase系)
呼吸基質生産系誘導　　　【)CT
Lh]定席物輸送系誘導
老化
植物ホルモン?
Late nod退位; {群
MDII, PEPC, DCT,
(i,ド, GOGAT, AS, AAT
purine b10SyllthesIS, uricase
ammonia, ureide transporters -)
pr()teolysIS
根粒崩壊　　　　　　　　　n由生活qJ_への巾//)化　　　　　　　離層形成
上から順に感染後出現する表現刑を表示｡ EPS ; exopolysaccharides, CPS ;
capsular polysaccharides, DCT ; dicarboxylate transporter
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な濃度で根の組織に与える事によって根粒組織特有の構造及びENOD40
などの初期nodulinが誘導されるということで物質的に裏打ちされた｡
従ってLCOが細胞内ホルモンと協同して根の内皮細胞脱分化,根粒原基
形成につながる初期器官形成プルグラムを活性化させると考えられてい
るト5)｡一方,様々な植物根に一定の濃度範囲の2,4-Dなどの植物ホルモン
を与えると根粒に似た組織形成が起こる事も知られており,このプログラ
ムは比較的簡単な刺激で最初は活性化されると考えることが出来る｡
しかし根粒菌の侵入,菌の細胞内共生,窒素固定発現につながる一連の
現象は,LCOによる組織形成よりかなり複雑なものとして考えることが出
来る｡このプログラムには,大まかに考えただけでも,根粒原基周辺でエ
リシター誘導･過敏感細胞死などの植物側感染抵抗性反応をすりぬけるか,
仮に抵抗性反応が部分的に起こっても耐性になる分子機構5),根粒原基の
数を一定の範囲に押さえ込むオートレギュレーション機構,シンビオゾ-
ムを形成して植物細胞原形質内で根粒菌が共存するための機構,根粒菌の
バクテロイドへの分化･ニトロゲナーゼ系誘導をおこなう分子機構,植物
根からの光合成産物及び窒素固定産物を根粒菌･宿主組織間で輸送転流す
るための分子機構(根粒皮層細胞･感染細胞･非感染細胞の分化ト,根粒組
織の老化･崩壊･バクテロイドの自由生活型根粒菌への再分化につながる
分子機構が存在するであろう｡ LCOにより誘導される器官分化は,根粒菌
感染による新たな器官再分化･再構成をへて,窒素固定活性を発現する新
しい代謝系を持つ根粒組織へと発達して行くことになる｡この過程の哩
解･制御には,この一連のプログラムの内容と制御因子を解析することが
必要である｡
ではこの過程はどのよう一なステップから構成されているのだろうか｡
2.共生窒素固定成立過程における遺伝子発現
1)植物ゲノムへの突然変異導入による変異表現型解析
表1に示した器官形成過程に関与する物質･遺伝子または生物的過程を
解析する手段として,遺伝学的アプローチがある｡その有力な手法として,
突然変異を植物または根粒菌ゲノム中でランダムに導入し,表現系や遺伝
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子系の差を検出する試みがある｡共生窒素固定系に関する植物側変異には
symという略称が与えられているが,以下に述べる様々な変異が報告され
ている(表2)｡表でわかるようにエンドウとミヤコグサの報告例が多い｡変
表2.各種マメ科植物の主要なsym一覧
<Pisum sativum >
syml-sym2, sym2 Nod一, Strain-dependent, nod-factor perception site?
sym3　Fix~
sym5　low modulation 2/177
sym7　Nod~
sym9　Myc~,Nod~
symll Nod~
sym13　Fix~
sym4　Nod~, strain-dependent
sym6　Nod~, strain-dependent
sym8　Myc~, Nod~
symlO Nod~
sym12　delayed modulation
sym14　Nodー
sym15　few nodules, short lateral roots sym16　few nodules, short lateral roots
sym17　few nodules, short lateral roots sym18　Nod~, strain-dependent
sym19 -Myc一, Nod~　　　　　　　　　　　sym20　Fix~
sym21 low modulation sym22
sym23　Fix~
sym25　Fix~
sym27　Fixー
sym29
sym31 Fix-
sym33　Fix~
sym35
sym37
sym39
nodュ lownodulatdon
nod3　　hypernodulating
< Vicia faba>
syml Nod~, Nod~Fix一, strain depen-
dent
sym24　Fix~
sym26　Fixp
sym28
sym30　Myc~, Nod~
sym32
sym34
sym36
sym38
sym40　Fix~
nod2　low modulation
< Me,dicago tnLnCatula >
sickle hypernodulating domi ∩()n-n()dulating
TE7　　fix I
< Phaseolus uulgan'S >
ntsn Pvb~ Fix一, Mycー
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表2.つづき
< Glycine max>
rj 1 nod~, strain-dependent
Rj3　　Fix~, strain-dependent
ntsl hypernodulating
< Lotus jaPonicus >
syml Nod~,Ami+
sym3　Nod~,Coi-
sym5　Nod~,Ami十
sym7　Fix~,Ami十
sym9　Fix~
symll Fix~
sym13　Fix~, Ami+
sym15 low modulation
sym20　Nod~, Mid protein homolog
sym22　Nod~, Myc defective
sym24　Nod~, Myc defective
sym26　Nod~
sym28　Nod~, *leaky nodulation
sym3n Fix~, Myc defective
sym32　Fixソ+
sym34　Harl, Nod十十-sym16
sym71　Nod~, Coil
sym73　nod~ (low nodulation)
sym75　Fixー
sym77　dcn (dark complextioned nod-
ules)
sym78　Nod十十
Rj2　　Fix~ , strain-dependent
Rj4　　Fix~, strain-dependent
sym2　Nod~,CoiA
sym4　Nod~,Coil
sym6　Fix~
sym8　Fix~
symlO Fix~
sym12　Fix~
sym14　Fixーadventitious root+, Ami+
sym16　Nod++, Ami+
sym21 Nod~, Myc defective
sym23　Nod-, Myc defective
sym25　Nod~
sym27　Nod~, *leaky modulation
sym29
sym31 Fixソ+
sym33　Nodソ+, Fixソ十
sym70　Nod~, Ami+
sym72　Nod~, Coil?
sym74　Hist~ (albl), Ami十
sym76　Fixー(feれl), Ami+
sym79　Hist~ (distorted segregation)
(東京大学大学院川口正代司博士,愛知教育大学菅沼教生助教授の好意により記
戟; Fix~変異についてはNorio Suganuma (1999) Current Topics in Plant
Biology, in pressを参照) /
Fix】は窒素固定活性欠損, Nod~は根粒形成能欠損, Nod+十はスーパーノジュ
レーション, Hist~はNod一とFixーの中間に位置する根粒内の組織分化(Nod-
ule histogenesis)欠損変異, CoiーはCortex lnvasionできないことを意味(莱
際はCoi-であってもわずかに樹枝状態を形成), Ami十は菌根の感染が正常の
ものであり, Arbuscular Mycorrhiza lnteractionに由来, Myc~はミコリザ感
染能に由来している｡
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異は当然様々な形質に起こるが,窒素固定研究者の関心は根粒形成や窒素
固定活性である場合が多いので,その様なsymが記述されている｡例えば
Fix-変異では,異なった突然変異部位が関与していることがわかる｡この
変異体は貴重な実験材料であるが,問題はsymがEMSなどによる突然変
異誘導で作られる場合が多く,古典的解析しかできない場合が多い｡つま
り,この変異がどのような遺伝子に起因するのか,ほとんどわかっていな
いことである｡
川口らは, sym変異について興味ある総説を発表しており,詳しくはそ
ちらを見ていただきたいが, sym変異の発生率が比較的高いことから根粒
形成に関与する遺伝子の数は比較的多いのではないかと考えている(例え
ば100遺伝子という数字を挙げている)2･3)0
3)共生組織形成過程における新規遺伝子発現
変異体作成とは別のアプローチに,共生器官誘導時に特異的に発現する
遺伝子を探索する手法がある｡このような共生特異的植物遺伝子を
nodulinとよぶが,根粒菌感染後数時間から2,3日程度で発現してくる
early nodulin (Enod)と,数日後根粒形成が目で確認できる程度の時間で
表3.主要なEarly Nodulin遺伝子群
遺伝子名　　　　　　発現組織　　　　　　　遺伝子産物の分子的性質
Enod　2　　　　　　　inner cortex
Enod 3　　　　　　infected cell
VfEnod-GRP3　　interzone IIllI
MtPRI) 4
Enod　5　　　　　　　infected cell
PsEnod　7　　　　　interzone IトⅠⅠI
Enod　8
Enod 10
Enod 12　　　　　　epidermis
Enod 40　　　　　　perlCyCle
Enod 55　　　　　　infected cell
GmN　7()　　　　　infected cell
GmN　93　　　　　　infected cell
Hypro-rich cell wall protein
cystein- cluster
glyclne rich protein
prolin-rich protein gene family
cel一 wall arabin｡galactan protein
glycopr｡tein (APG in Arabidopsis ～)
HyPr｡-rich cell wall protein
dedifferentiation of cortical cells
PBM protein
PBM ; peribacteroid membrane
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表4.主要なLate Nodulin遺伝子群
遺伝子名　　　　　　表現組織　　　　　　遺伝子産物の分子的性質
Lbs
nodule specific actin gene
P450
Carbonic anHase
malate dehydrogenase
PEPC
PEPC kinase
AAT-2
GS
GOGAT
Nod　3
Nod　6
LjNod 16
Nod　2()
Nod　22
Nr)d　23
Nod　24
agN84/ag1 64
N()d　26
GmSATl
infected ce11　0Xygen carrier
lotus EST
premordium contr()lled by Rhizobium
infected cell amyloplast
infected cell
uninfected cell
infected cell
M M M M MB B B B BP P P⊥　P P
Nms 25
Nod 3()　　　　　　　　　uninfected cell
N()d　32
Nod t'ミ5
Nod　44
Nod　45
GmN　56
NOd N75
N()d lop
Nod 100
ビly, his-rich protein
water channel (aquap｡rin)
ammonia transporter チ
chitinase?
uninfected cell uricase, cell differentiation?
hydrophilic protein
infected cell isopropylmalate synthase, homocitrate
synthase ～
extensin ～
cyt｡S｡l sucrose synthase
kinase
PBM ; peribacteroid membrane
発現してくるlate nodulinに大別される｡ Enodは根粒形成の初期過程に
関与していると考えられ最近多くの関心を集めている｡ late nodulinは根
粒菌感染後の新しい代謝機能誘導に関連していると考えられている｡ late
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nodulinの幾つかは発現量が非常に多く,最初に報告されたnodulinは,
leghemoglobin (Lb)とuricaseである｡
根粒菌の場合はexo, exP, Pss, Psr, nduらの安定な共生組織形成に必要
な遺伝子群, mj;一触などの窒素固定活性誘導に必要な遺伝子群が共生関連
遺伝子として単離,解析されている｡
表3,4に現在報告されている主なnodulin一覧を示したが, Enodのほ
とんどは膜系構成タンパクであったりして機能が不明確である｡ Late
nodulinも生理由解析により推定される酵素遺伝子群をスクリーニングす
る場合と, differential screening, subtraction法のように比較したい組織
同士の発現mRNAを比べる場合がある｡酵素遺伝子として確認されてる
場合を別として,クローニングしたmRNAがデータ-ベースで同定でき
ないときは,その遺伝子の機能は確認できずinsitu解析などにより発現時
期,組織を調査し,出来ればantisense手法により遺伝子発現を減少･増
幅した場合の表現型変化を調べることになる｡従って表には酵素名が記載
されている場合と,番号のみが示されている場合がある｡最初は番号だけ
が報告されても,後に別の系でホモロジーが高い遺伝子が報告され機能が
推定される場合もある｡例えばIatenodulinのNod26が,後にアミノ酸配
列の相同性が極めて高いことから水チャンネルと推定された事例がある｡
4)根粒組織における代謝系酵素遺伝子発現
これまで述べてきた遺伝子解析はどのように総合化されるのだろうか｡
根粒組織が形成されると,根粒皮層細胞,感染域の非感染細胞,感染細胞,
感染細胞中のsymbiosome,バクテロイドとそれぞれの細胞,組織が分化
し,特殊化した代謝系を誘導する｡これらの代謝系は生化学的にある程度
解析されており,遺伝子発現との関連も報告され始めている｡
バクテロイド代謝に於いては,ニトロゲナーゼと低酸素分圧に対応した
酸化的リン酸化の系が特異的に誘導されてくる酵素系として有名であ
る6)｡呼吸系としては菌体内スクロース合成酵素などの解糖系がsuppress
され, overflowpathwayともいわれる様々な分岐を持つTCA回路が機能
していると報告されている｡これらのTCA回路分岐によりトレハロース
などの糖アルコール, poly-hydroxy-b-butyrate, g-aminobutyric acid等
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のストレス物質を蓄積するバクテリアの炭素代謝に関しては不明な点が多
いが,エネルギー代謝系としての効率改善に向けて遺伝子突然変異導入を
用いた研究が行われている｡最近は根粒菌のmRNAをバクテロイドのも
のと比べる実験も行われており,バクテロイド分化の分子機構解明に向け
ての研究が進んでくると思われる｡
植物側では,代謝系酵素nodulinとしては,表4に示すようにバクテロイ
ドの呼吸基質であるリンゴ酸などのC4一ジカルボン酸生合成系があろo光
合成産物であるスクロースからリンゴ酸を生合成するために必要な酵素群
であるsucrose synthase (nodulin 100) 1･6), phospho-enol-pyruvate car-
boxylase (PEPC)7), PEPC kinase, malate dehydrogenase (MDH)8)が
nodulinとして検出されてきている｡これらの酵素は非共生状態でも存在
しているが,根粒では発現増幅がかかっていることが発見された｡特に
MDHアイソザムの一つは根粒でのみ検出されたと報告されている｡ car-
bonic anhydraseもnodulinとして報告されているが,代謝的な意味は不
明である｡
窒素代謝に関してはニトロゲナーゼの反応生成物であるアンモニアを同
化するためのglutamin synthetase (GS) 1･2･6), glutamate synthdse (GS/
GOGAT系酵素)9,10)がnodulinとして報告されている｡更にアミド型根粒
に於いて転流態窒素化合物を作るためのasparagin synthetase (AS)ll)
やasparagin amino transferase (AAT)12)が,ウレイド型根粒に於いて
はプリン生合成酵素,ウリカーゼ(Nod35)13･14'もnodulinであり発現増
幅する｡このようにC代謝とN代謝の遺伝子群が発現増幅する事実が蓄
積してきたことから,C/N代謝相関も新しいレベルで解析されることと思
われる｡
5) Late nodulimとしてのウリカーゼ遺伝子発現
Late nodulinとして根粒中で発現量の一番多いのはレグヘモグロビン
(Lb)であるが,ウリカーゼ(Nod35)はもっとも早くnodulinとして同
定され,典型的nodulinと考えられてきた遺伝子である｡筆者らは,ダイズ
根粒が窒素固定産物をアラントイン,アラントイン酸などのウレイドで地
上部に輸送する現象に興味を持ち,この代謝系が根粒内で窒素固定開始後
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特異的に誘導されることを報告した｡植物でウレイドを高濃度に蓄積する
種は幾つかあるが,窒素固定などの細胞内窒素供給によって,植物の元々
持っている窒素代謝経路を大きく変化させるのは非常に珍しい現象であ
る｡ダイズ植物が窒素施肥によって根粒を付けなくても正常な発育を遂げ
ることから,アラントインはダイズ植物にとって必須な栄養物質でないこ
とは容易にわかる｡アラントイン生成はアミド生成に比べ多くのエネル
ギーを生合成に使うので,アラントインのC/N比が大きく光合成産物の
節約になるとはいっても合目的性に欠けると思われる｡なぜダイズは他の
マメ科植物と同様にアスパラギンなどのアミドを転流物質としないのであ
ろうか｡マメ科植物では多くの種がアスパラギンなどのアミドを転流用の
固定窒素産物としており,ウレイドを転流するのはVlgna, Glycine,
phaseolus sp.など一部である6).これらのマメ科植物は皆determinate
type (丸い根粒を付ける)であるが, determinateでもアミド型のLotus
jab,,nicu.iなどがあり, determinate typeの一部がウレイド転流型に進化
していったように見える｡
ゥレイド型とアミド型マメ科植物のウリカーゼが異なるのかどうか比較
するために,アミド型のマメ科植物と考えられるアルファルファのウリ
カーゼ遺伝子をcDNAライブラリーからクローニングした｡ DNAプロー
ブはdegeneratedprimerを用いたRT-PCRを行い,調製したoアルファ
ルファCDNAライブラリーからMsM2, MLM9と名付けた二つのウリ
ヵ-ゼcDNAクローンが得られ,アミノ酸配列はダイズのウリカーゼと強
い相同性を示しながらも系統樹をアミノ酸配列から作製するとダイズとは
はっきりと異なった分岐を示した(図1)｡このcDNAクローンの発現を調
べたところ,様々な器官で発現しており根粒で特に強く発現しているとい
うことではなかった(図2)｡しかしin situ hybridizationの結果はウリ
カーゼクローンが根粒では感染域の非感染細胞で発現していることをはっ
きり示していた｡
この結果は窒素代謝タイプが異なっているにも関わらずウリカーゼ発現
は根粒内では同じ細胞タイプ,非感染細胞特異的に起こっており,そのた
めのcis- element, trans-factorの組み合わせは全てのマメ科植物に存在
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図1 Phylogenic tree of various legume uricases
ウレイド型マメ科植物(タイズ; Glycine max,ササゲ; Phaseolus vulgar･
is)
中間型マメ科植物(ナタマメ; Canavalia lineata)
アミド型マメ科植物(アルファルファ; MedicLqO Saliva)
+　MsM2
+　MsM9
M 1　2. 3　4　5　6　7　8　9 10 ll 12
図2　RT-PCR analysis of various Medicago saliva tissues for detecting
MsM2 and MsM9 transcripts.
M: MW marker,ト6: low PCR cycle, 7-12 high PCR cycle, 1,7:
nodules, 2,8: seedlings 3,9: stem, 4,10: leaves, 5, ll :Rowers, 6, 12:
roots
している可能性がある｡このウリカーゼアミノ酸配列を様々なマメ科植物
で比較すると,アミド型とウレイド型のウリカーゼははっきりと分岐する
(図2)｡一方, RuBiscoのlarge sub-unitのアミノ酸配列から作製したマ
メ科植物の系統樹もウレイド型マメ科植物は大きく見るとグループを形成
しており, determinate型アミド型根粒を持つマメ科植物からの進化上の
分岐を示唆している15)0
ダイズに比べて数パーセントレベルの極微量アラントインはアルファル
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フア溢泌液中にも存在しており,植物個体に過剰量の窒素施肥を行っても
根粒中のアラントイン量は変化しない｡根粒に窒素ガスの代わりにアルゴ
ンを通気すると,数時間のうちにウリカーゼmRNA量が激減するという
現象もあり(K.A. Schuller, personal communication),ダイズ根粒で見ら
れるアラントイン代謝は,通常では低レベルで起こっている核酸塩基代謝
が,窒素固定に連動しアンモニアや硝酸塩ではない何らかの物質の過剰発
現により誘導されることを意味している｡ -また過剰のアラントイン蓄積は
窒素固定活性を阻害するという意外な結果も報告されている16)｡このよう
に必ずしも不活性物質ではないアラントイン蓄積現象を引き起こす,どの
ような変化が進化の過程で引き起こされたのであろうか｡
その可能性の一つに根粒中でのプリン代謝の変異がある｡感染細胞は低
酸素分圧下にあり,解糖系の促進によりATPやアデノシン産生が増大し,
多量に生産されたアデニンがヌクレオシドトランスポーターにより非感染
細胞に移行する可能性がある｡このようなプリン塩基の生合成活性化と
down regulationとしてのウリカーゼのような分解系酵素転写活性増大が
結びついて大量のアラントイン生産が起りうる｡動物T細胞の系ではアデ
ノシン受容体の研究からアデノシン濃度の変化が免疫機能,細胞分化に関
連するという結果も得られている17)0
3.シグナル伝達から根粒機能統合への解析
根粒内で誘導される遺伝子発現は, LCOや根粒菌感染からのシグナル伝
達により引き金を引かれる｡この遺伝子発現ネットワークの解析は始まっ
たばかりであるが,器官形成と代謝誘導など様々な視点から研究が進んで
いる｡特にサイトカイニンなど植物ホルモンの関与が想定されているので,
シグナル伝達関与のダウンレギュレーションの解析が光合成系機能統合と
の類似性を利用して進んでいくと思われる18)0
共生特異的代謝の上でもっとも解析の進んでいるLb遺伝子のプロモー
ター領域に結合するタンパク, GmLAFlは同定が進んでいるし,ミヤコグ
サのホモログLjlaflも取られてきている19)｡このような生化学的研究はプ
ロテオーム解析の方向にも進んでおり, Udvardiらは感染細胞での代謝の
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基本的単位であるsymbiosome膜表面タンパク解析を行った19)｡ダイズ根
粒ペリバクテロイド膜を単離して2次元電気泳動後, 26タンパクをシーク
エンスして,殆どはタンパク修飾によって解析不能であったが7タンパク
のシークエンスに成功し,N-末端アミノ酸のホモロジー検索によって分子
量95kDserineprotease, 75kD Bip,65kD HSP60 (シャペロン), 60 kD
PDI, 35kD cys-protease, 30kD extensins (cell wall protein), 26kD
nodulin 26Bを推定した｡
sym変異の分子的解析が,ミヤコグサなどのモデルマメ科植物でのAc
タギングの成功,染色体マッピング, BAC,PAC等による大規模遺伝子ラ
イブラリーの作製,大規模EST解析などにより進み始めている｡特にデン
マークのStaugaadらのグループは大規模なAcトランスポゾンタギング
をミヤコグサで実行しており,既にAcタグラインの中から幾つかの
Nod-変異体を得ている.その中で彼らはミヤコグサのsym20,sym16に相
当する遺伝子の同定にほぼ成功しており, sym20についてはcDNAク
ローニング,遺伝子産物の確認も行われている19)0
今後は根粒内代謝機能を理解するために,共生工学利用の可能性も含め
てモデル植物を使った構造生物学的アプローチが必要になってぐるものと
思われる｡我々の研究室でもミヤコグサなどモデル植物の代謝機能遺伝子
の単離,アンチセンス法などによる解析を始めている｡単一の研究室では
解析手段が維持できない場合が多いので,共同研究の必要性を強調して文
を終わりたい｡
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Saturation mutagenesisによる
ミヤコグサ根粒発生プログラムの
細分化
川　口　正代司
1. Saturation mutagenesis (突然変異飽和法)
saturation mutagenesis(突然変異飽和法)は,ある生物の形質に着眼し,
そこに関わる変異体を可能な限り単離し,その形質を統御するすべての遺
伝子座を同定するという実験的手法である｡アレリズムテストあるいは染
色体マッピングにより新しい遺伝子座が見出せなくなる段階になれば,変
異はほぼ飽和したと考える｡さらに変異体同士の交配から2重3重の変異
体を作成し,その表現型を解析することによって,遺伝子間の上下関係,相
互作用,さらには遺伝子ネットワークを明らかにすることができる｡一つ
の変異体からその原因遺伝子をクローニングし,遺伝子産物の構造･機能
を詳細に解析する方法とは異なり, saturation mutagenesisは未だ解明さ
れていない生物現象,例えば発生プログラムの全体がどのくらいの遺伝子
によって,またどのように制御されているかの全体像を把握する上で効果
的である｡タギングやポジショナルクローニングによる原因遺伝子のク
ローニングを通して生物現象に切り込むスタイルを,例えて虫が観た森の
姿,虫観図とするならば,←saturation mutagenesisはさしずめ森の全体構
図を捉えようとする点で鳥撒図ということができる｡
saturation mutagenesisはショウジョウバエの腔発生プログラムの解明
において最大の成果をあげた1)｡幸運なことにショウジョウバエの腔発生
の場合,それを制御する遺伝子数は約20ほどで決定されていた｡得られた
変異体をクラス分けし,さらに遺伝子の上下関係を遺伝学的に解析するこ
とにより, Ntisslein-Volhard (この高名な女性研究者の名前を耳にすると
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筆者は真っ先にsaturationmutagenesisのことを思い出す)とWieshcaus
は遺伝子が歴に区切りをいれ体節を形成していく過程の筋書きを描くこと
に成功した｡以後それぞれの原因遺伝子がクローニングされていくと,描
いた筋書きはタンパク･RNA等の分子の言葉で再度説明されていくこと
になる｡具体例を一つ示すことにする｡
あらゆる生物の発生過程は｢勾配｣の形成から開始される｡しかしなが
ら, morphogenの｢勾配｣の形成は発生生物学者に古くから語られてきた
ちのの,その実体は空想の域をでなかった｡ 1988年DrieverとNiisslein-
volhardは腔の前後軸を決定するピコイドタンパクの腔における局在を
調べ,このタンパクが実際歴の前端から後方にかけて美しい濃度勾配を形
成していることをはじめて示した2)｡これは発生研究において長年語られ
ていた概念にはじめて分子的説明を与えた歴史的研究である｡
このNtisslein-Volhard博士,その勢いはとまらず,無脊椎動物のモデ
ル,ショ_ウジョウバ工から次は脊椎動物のモデル,ゼブラフィッシュに転
じて再度saturation mutagenesisを試みている｡ 1996年に刊行された
Development誌123巻はゼブラフィッシュ特集であり,そのほとんどの研
究は彼女のチームの貢献である3)｡特集号の表紙にはゼブラフィッシュの
尻びれの模様を異にする多くの変異体がパネル状に示されている｡このよ
うにsaturationmutagenesisは,ある形質に着眼して変異体を新しい遺伝
子座が見つからなくなるまで単離するという地道な試みによってなされる
方法である｡
2. Saturation mutagenesisによるミヤコグサ根粒発生プログ
ラムの細分化の試み
｢根粒｣は根粒細菌との相互作用により誘導される共生的窒素固定器官で
あり,環境に適応した植物に特有のpost embryonic developmentの好例
である｡根粒の優れた点は,その発生をめぐる正の制御因子(根粒細菌の
感染, Nod factor)と負の制御因子(化合体窒素)が明確であることであ
る｡過去の根粒共生系の解析は,主に根粒細菌側の共生遺伝子群,すなわ
ちnod, exo, lps, jig, mf遺伝子等の根粒形成や感染糸形成,窒素固定発現
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図1未解明の根粒共生系をコントロールする宿主因子群とSaturation
mutagenesisの導入
に関わる遺伝子群の機能解析において顕著な進展を見せた｡しかし対称的
に,それらと対をなす宿主側の根粒形成を制御する発生プログラムやNod
factorの受容からのシグナリング経路等はほとんど未解明であら(図1)0
根粒形成時に発現する多くのnodulin遺伝子がクローニングされているが
機能の不明なものが多い｡そこでわれわれはsaturation mutagenesisを根
粒共生系について行い,根粒共生系を制御する宿主因子群の全体像に光を
あてることを試みた｡筆者らの用いた植物材料は1992年デンマークの分子
遺伝学者HandbergとStougaardによってはじめて脚光を浴びた日本の
岐阜県由来のミヤコグサLotus jaPonicusというマメ科の草本である｡彼
らはその論文において,この植物が, 4倍体で自家不和合の西洋ミヤコグサ
Lotw cwnicuhztusと異なり, 2倍体で自家和合であり,ゲノムが小さく,
Agy10bacteinLmによる遺伝子導入が可能という分子遺伝学的解析に好適
な形質を有していることを記載している4) (図2)0
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図2　ミヤコグサLoiusjaPonicusとその特徴
3.根粒共生系vs就眠運動
L.japonicus GifuB-129の8,000種子にEMSで変異を導入し,約4万
のM2種子から少なくともM4世代まで形質が安定に遺伝する32系統の
共生変異体を単離した(最終的には約5万のM2種子すべてを用い,約50
系統の共生変異体を単離している)｡筆者らは同時に根粒共生系と同じくマ
メ科植物に特徴的な形質である就眠運動の変異体の単離を平行して行っ
た｡就眠運動に関しては4万のM2種子からのスクリーニングで,夜になっ
ても就眠運動できない変異体sleepless lを単離したが,それはわずか1系
統しか単離されなかった｡少し脱線するがその変異体は小葉枕における膨
圧やサーカディアンリズムに異常をしめす変異体ではなく,小葉枕が小葉
柄のように転換し失われた変異体であった｡変異によって先祖返りが生じ
ている可能性が高い｡ともかく就眠運動に関わる変異体の単離頻度と比較
した場合,根粒形成に関わる変異体の単離頻度は明らかに高かった｡おお
よそ1,000個のM2種子のスクリーニングから1つの共生変異体が得られ
るという高い頻度であった｡根粒形成の変異体は大きく2つのカテゴリー
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に区分された｡有効根粒は形成されるものの数に異常を示すもの(5系統)
と有効根粒に至る発生過程のもの(27系統)であった｡前者は4,有効根
粒の数の制御,後者は5.有効根粒に至るまでの共生変異体の項目に記載
した｡有効根粒に至るまでの共生変異体の27系統のうちNod-とFix-は
それぞれおおよそ3分の1しめていた｡後述するが残りの3分の1は
Nod-とFix-の中間に位置するHist-であった｡
4.有効根粒の数の制御
(1)有効根粒が増加する変異体
･寒天培地上で黒い根粒を形成する変異体_dark-_complextioned pod-
ules, dcn (sym77)
この変異体は根粒菌を感染させる以前に下腔軸伸長の光感受性が弱まっ
ており,野生型よりも長くなる｡また側根の重力屈性も弱くなってっいる
(図3a)｡表現型はArabidopsisのhy5変異体に酷似している｡ hy5の場合
側板が野生型よりも早くでてくるが,ミヤコグサのこの変異体の場合,側
根形成にはあまり影響は認められないが根粒細菌を感染させると根粒が野
生型より多く着生する(図3b)0 hy5の原因遺伝子はすでにクローニングさ
れており, bZIPモチーフをもった転写因子をコードしている｡遺伝子産物
を過剰発現させると側根の形成が阻害されることから細胞分裂の負の制御
因子として機能することが示唆されている5)｡ミヤコブサの場合,野生型の
根粒は寒天プレート上で感染させると色素体の発達によりグリーニングす
るが,この変異体はグリーニングしない｡このことからも変異体の光感受
性が失われていることが示唆される｡面白いことに変異体の根粒は異変す
ることがしばしば認められる(図3i)｡変異体の名前_da71k-_complextioned
podules, dcnはこれに由来する｡
劣性の1遺伝子支配の変異体である｡
･根粒過剰着生変異体sym7:8
この変異は典型的な根粒過剰着生変異体である｡根粒菌の感染により,植
物の生長は過剰な根粒の着生のために顕著に阻害される(図3C)｡今までに
報告されている過剰着生変異体は硝酸耐性であると報告されている｡そこ
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図3　有効根粒の数に関わる変異体
a, dcn変異体(右側の3個体,左の1個体は野生型) ; b, dcn変異体に根粒
細菌を感染させたもの(右,左は野生型) ; C,根粒過剰着生変異体sym78 ;
d,砂m78をはじめ窒素飢餓条件で育て根全体に根粒を誘導したのち(矢
印)窒素が十分含まれた培地で生育させた実生｡星印は窒素存在下で発生し
てきた側根で根粒は着生していない; e,野生型の根粒; f,根毛のないslp
変異体; g, tsrの表現型を示すrorl変異体(左,右は野生型) ; h, rDrl変
異体の根の横断面(上段野生乱下段rorl変異体) ; i, dcn変異体で誘導さ
れた黒い根粒(矢印)0
で根粒形成におけるKNO｡の影響を観察したが,顕著な硝酸耐性は観察さ
れなかった(図3d)｡また根粒菌が存在しない場での側根の数は若干増加し
ている程度であることからミシガン州立大の単離した根粒及び側板が共に
多いsym34とは表現型が異なっている6)0 sym34はStougaardが単離し
たsym16の新たなアリールであった｡現在我々の単離した2系統の根粒
過剰着生変異体とsym16とのアt/リズムテストを進行中である｡
sym78は劣性の1遺伝子支配の変異体である｡
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(2)有効根粒が減少する変異体
･根毛欠損の変異体aii妙ing root, slp
着生する根粒数が減少するlow nodulationのミュータントとして単離
された｡実生の根粒を観察する場合,土やバーミキュライトに植えた植物
を引き抜いて根粒の着生状況を調べる｡この変異体は他のどの変異体と比
較しても抜けがよく｢するり｣と抜ける｡根を観察したところ根毛がほと
んど完全に失われていた(図3f)0
劣性の1遺伝子支配の変異体である｡
･ tsrに似た根をもつ変異体radial 9irganizationl, rorl
根全体に共生細菌のNod factorを添加すると,太く短い根thick and
shortroots,tsrが誘導される｡この変異体はもともと根粒菌を感染させる
以前よりtsrの表現型である(図3g)｡地上部の茎が太く短くなっており,
地上部からseedlingsを観察すると葉は反時計回りにねじれている｡根端
から1cmのところの根を横断してみると,皮層組織や中心柱を構成する
細胞数が野生型よりも増大している｡その結果根の放射構造(radial orga-
nization)が野生型よりもかなり大型になっている(図3h下段,上段は野
生型) ｡根粒の形成の場である根の放射構造の異常が根粒形成効率の低下を
招いたと考えられる｡この変異体と形質の似たものはエンドウのsym17
であるが7),我々はこれを共生変異体とはせず,放射構造の変異体として扱
うことにした｡
劣性の1遺伝子支配の変異体である｡
5.有効根粒に至るまでの共生変異体
有効根粒にまで至る発生過程の変異体は大きくNod一, Hist-, Fix一に分
離された｡ 27系統の変異体から発生過程を代表する7遺伝子を同定した｡
Hist-とは今回ミヤコグサの変異体の表現型を詳細に観察した結果新たに
もうけた根粒の組織形成, Nodule　垣些ogenesisにおける変異体であり,
Nod-とFix-の間の発生過程に位置するものである｡ 7遺伝子座の内訳は
Nod一に3遺伝子座, Hist一に1遺伝子座, Fix一に2遺伝子座である｡残り
の1遺伝子座はNod一に近いlow nodulationの表現型を持つものである｡
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(1)根粒非着生変異体Nod- sym70, sgm71, sym72
根粒非着生を与える3つの遺伝子座sym70, sym71, sym72を同定した
(図4a)｡根粒が全く形成されないことの原因としては根粒菌へのNod遺
伝子の誘導物質め生合成を欠損したもの,あるいは共生菌の分泌するNod
factorの受容からその情報伝達のいずれかに破綻が生じたもの等が考え
られる｡そこでナリンゲニン処理で恒常的にNod factorを分泌する共生
細菌Mesorhizobium loti JRL501 pMP2112を作成し(図5),上記3系統
の根粒非着生変異体への感染を行ったが,根粒非着生の形質は全く回復さ
れなかった｡よってこれら3つの変異体はNodfacotorの受容あるいはそ
図4　有効根粒の発生過程における変異体
a,根粒非着生変異体Nod-(sym71-1) ; b,無効根粒を着生する/enl変異
体(sym76)と根粒内の組織形成に異常を示すalbl変異体(sym74-1) (上
段はfenl変異体,中央は野生型,下段はalbl変異体) ; C,GUSで標識した
根粒菌を感染させたfenl変異体(星印はGUSで青く染色されない根粒) ;
dJenl変異体の根粒内部構造(矢印は頼粒化している感染細胞) ; e,球形
の白くて小さい根粒を着生するsym75変異体; f, GUSで標識した根粒菌
を感染させたsym75 ; g,sym75の根粒内部構造(矢印で示しきらないほど
多くの感染細胞で小さい液胞が蓄積している) ; h, albl変異体のstrong
allele (sym74-2)｡ Nod一に似ており根粒原基のみが誘導される(矢印)0
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図5　ミヤコグサ菌〟.わfりRL501にNod factorを強制的に生産させる方法
れ以降の情報伝達系のところに変異が落ちており,根粒原基の誘導すらで
きない可能性が示唆された｡このような3遺伝子座はさらに三重大の妹尾
啓史博士らとの菌根共生系における共同実験によって,さらに3つの段階
に分離された｡ sym70は根粒菌の感染さらにNod factorの投与によって
も根毛の変形すら観察されない変異体であるが,菌根菌を感染させた場合,
宿主の根に正常に感染し樹枝状体を形成する.よってsym70は根粒との
共生系の初期認識に特異的に働いている遺伝子であることが示唆される｡
それに対し, sym71とsym72は共に,菌根菌との共生的相互作用に異常を
きたしてしまう｡ sym71においては2つのアリールsym71-1, sym71-2を
兄いだしているが,どちらもとも付着器を介して根の皮層組織への侵入に
は成功しているが,樹枝状態の形成が強く抑制されている｡一方sym72は
皮層組織に侵入した時点で菌糸が異常に分岐し,さらに樹枝状態に関して
は完全にその形成が阻害されている｡ sym72のようなミヤコグサの根粒共
生系,並びに菌根共生系も強く阻害された変異体は世界的にも新規のもの
であり,注目される(図6)0
すべて劣性の1遺伝子支配の変異体である｡
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図6　Nod-の3遺伝子座sym70, sym71, sym72の根粒及び菌根共生系における
作用部位
(2)少ない根粒の着生数が認められる変異体sym73
いわゆるlow nodulationの変異体である｡今回の分類では有効根粒の数
における変異のカテゴリーに入れるべきものかもしれないが,根や根毛に
頗著な変異のみられるslpやylDrlよりはむしろ表現型は典型的なNod一
に近い｡ Nod-のWeak alleleである可能性があるためsym7V, sym71,
sym72とアレ1)ズムテストを行ったが,新しい遺伝子座であることが確認
された｡
劣性の1遺伝子支配の変異体である｡
(3)無効根粒変異体FixISgm75, fTenL (sgm76)
ミヤコグサの根粒はダイズやインゲンのように有限根粒であるため,最
終的な根粒の形状は球形である｡球形根粒の内部形態は根粒菌の感染した
感染細胞と感染しない非感染細胞の分化,それをとりまく根粒柔組織と外
師包囲維管束の分化,根粒内皮の分化が伴っている｡今回同定した2つの
変異体はそのような基本構造の分化は完了しているが,感染細胞が早期に
異常を示し,崩壊する変異体である｡gusA遺伝子でラベルしたミヤコグサ
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根粒菌M. lotiJRL507をそれぞれの変異体に感染させ,その局在をモニタ
したところ,以前我々がfenlとして報告したsym76(図4b上段)ではB)完
全な窒素飢餓条件下ではGUSに染色される青い根粒と染色されない白い
根粒が混じって観察される(図4C)｡内部形態を観察してみると感染細胞に
の頼粒状構造が観察された(図4d)｡今泉らはsym76の詳細な内部形態の
観察及びミヤコグサレグヘモグロビン遺伝子の発現解析を行い,根粒の成
熟に伴い早期に感染細胞が崩壊し,同時にその細胞におけるレグヘモグロ
ビン遺伝子の発現が失われることを兄いだしている｡ sym716はearly
senescenceタイプの変異体である可能性が強く示唆されている｡
一方sym75は新たに同定されたFix-であり(図4e), GUS染色をする
とすべての根粒がうすく青に染まっているものの,内部形態の観察からは
感染細胞に小さな液胞が多数形成されているのが観察された(図4f, g)0
ともに劣性の1遺伝子座支配の変異体である｡
(4)根粒の組織形成過程に異常をもつ変異体Hist-atbl (sym74-1)
根粒形成の変異体の変異形質を並べてみると,Nod-のカテゴリーあるい
はFix-のカテゴリーに収まらない中間形のものが存在する｡ albl
(sym74-1)は以前根粒内での根粒の局在に異常の認められるF'i立-として
報告したが8) (図4b下段),その後の詳細な解析からsym74は根粒器官内
の維管束の分化,すなわち根粒内で感染領域を取り囲むように発達する維
管束の分化が阻害された変異体であることが判明した｡さらに興味深いこ
とにalbl根粒においてはENOD40の発現も強く抑制されていることも
わかった(Imaizumi-Anraku et al. in preparation)｡最近sym74のstrong
allele (sym74-2)が兄いだされたが,それは外見上ほとんどNod一に近く,
感染後4週間で根粒の原基のみが誘導されるというタイプであった(図
4h)0
sym74は劣性の1遺伝子支配の変異体である.
6.メンデル遺伝を示さないpleiotropicな変異体sym79
sym79は2度バッククロスされたが, -度目も二度目もF2世代でのメ
ンデル遺伝が確認されなかった変異体である｡ F2での分離比は,野生型対
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変異体がおおよそ8:1であった｡形質はlownodulationであり,また根粒
の分化過程に異常がありきれいな球形に発達しないHist-の表現型を示
す｡また変異体は根粒形成のみならず,英が小さいというpleiotropicな表
現型を示す｡ SzczyglowskiらはミヤコグサのミュータントではじめてF2
世代で異常な分離をするものを兄いだしている｡彼らがClass4として位
置づけている変異体LjEMS45, LjEMS88, LjEMS217は10 : 1程に分離
しメンデル遺伝を示さない｡しかし遺伝形質は安定でありFix-の表現型を
示す6)0
sym79は3: 1の分離比を示さない劣性の変異体である｡
7.以上の結果を踏まえ
-見えてこない根粒発生プログラムを制御する宿主遺伝子
群の底辺一
以上がミヤコグサで試みたsaturation mutagenesisによる根粒発生プ
ログラムの細分化の途中経過である｡一言でいうならば根粒共生系のsatu-
ration mutagenesisの試みは失敗した｡確かにsaturation mutagenesisを
意識して変異体を単離したために,今までに記載のないユニークなものを
単離することに成功したが,根粒共生系を制御する宿主の遺伝子座すべて
を把握するには,かなり遠かった｡筆者らの実験では,まだアレリズムテ
ストを進行中の段階であるが,そのように判断するのは約4万のM2種子
を用いたスクリーニングから新規な表現型をもつものがようやく1系統単
離されている段階だからである｡ゼブラフィッシュの神経形成メカニズム
を研究するフライプルグ大学の清木誠博士によるとすべての遺伝子座にお
いて少なくとも3つのアリールを確認した時点でほぼ飽和状態と判断する
そうだが,新規の形質をもつもので同じように3アリールを確認するなら
ば,その形質をもつ3系統の変異体は少なくとも単離されていなくてはな
らない｡ 4万個のM2種子の中で1系統単離されてくる新規の変異形質に
関しては,それを飽和するには少なくとも4万×3で12万のM2種子を調
べる必要がある｡また今までの経験からスクリーニングの規模を増やせば
増やすほど新たな形質のものが単離されてきている状態なので10万のス
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クリーニングで1系統という割合で単離されてくる変異体も今後いくつか
でてくることが予想される｡また仮に40万のスクリーニングでほぼ飽和状
態に近づいたにしても,このままの頻度で共生変異体が単離されるとする
と,そのスクリーニングにより数百のNod-,Hisト,Fix-が単離されること
になる｡根粒共生系の遺伝子座を早急にマッピングしていかない限り,ア
レリズムテストの組み合わせの膨大のため,新しい遺伝子座を同定するこ
とすらできない状況が予想される｡
Stougaardらは共生変異体をsymに統一することを強調している｡筆者
らは当初単離した共生変異体に関してその形質の解析からalbl, fenlと命
名したが8),現在それぞれにsym74, sym76と番号をつけている.ミヤコグ
サの変異体は, Stougaardらのオーフス大がsym1-209', Szczyglowskiら
のミシガン州立大がsym21-406),筆者らがsym710-89,不明(sym41-67)
とsym番号を分担し,まずそれぞれの手持ちの変異体で遺伝解析を行い,
将来的にはお互いのラボの間でアレリズムテストを行い,アリールが見つ
かった場合そのsym番号のうちの低い番号に整えていくとしている.筆者
らはStougaardの提案に従っているが,遺伝子座を同定していく場合,こ
のような状況は初耳であり,これも共生の変異体が予想以上古と多く単離さ
れてくるために相互のラボ間でのアレリズムテストができにくいことに起
因している｡
飽和を現実のものとするには根粒形成全体を対象にするのではなく, 1
つの現象に絞り込む必要がある｡この場合単離されてくる変異体の数が最
も少くなるような形質を選ぶとよいと思われる｡今回の結果からは,出現
頻度の低いものとして, 4万のM2種子に3系統の割合で単離されてきた
根粒を多く着生する変異床が注目される｡すなわち根粒形成の負の制御因
子の実体を扱うのであれば飽和は可能であると考えられる｡また共生変異
体の単離と平行して行った就眠運動のsaturation mutagenesisも頻度は
低いので可能であろう｡
8･ミヤコグサにおける根粒発生プログラムの細分化
得られた多くの根粒の発生過程に異常をしめす変異体の中から代表的な
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Nod-　　　　Hist-　　　　　Fix-
syq770　　　　Sym74･7 lalb7]　sym75
sym77･7, 71･2　Sym744　　　　sym76【b7]
sym72
sym73 Low nod･
図7　根粒の発生段階を制御する3つのカテゴリーと町タ乃遺伝子の作用点
形質のものをピックアップした｡さらに7遺伝子座により制御される変異
形質の解析から,根粒発生プログラムをNod-, Hist一, Fix-の3段階に細分
化した(図7)｡
Nod-は根粒原基の形成に関係する遺伝子の破綻, Hist-は根粒内の組織
形成に関係する遺伝子の破綻, Fix-は根粒内部の組織化は終了し根粒細菌
の細胞内への取り込みまでは正常に進行しているが共生窒素固定の機能発
現における遺伝子の破綻によるものである｡Nod-の3つの遺伝子座に関し
ては菌根菌との共生状態からさらに3段階に細分化され, Fix一については
感染細胞の状態から2つの種類に分けられた｡
9.共生系におけるSYM遺伝子の進化の予測
今回,根粒細菌と菌根菌との相互作用を観察することによって,根粒共
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生系に特異的に働く遺伝子sym70,さらに根粒共生系と菌根共生系の両者
に働く遺伝子sym71, sym72を同定した｡菌根菌との共生系は今から少な
くとも4億年前に陸上植物とともに進化してきたと言われる10)｡菌根共生
系の成立は,明らかにマメ類がこの地球に誕生したとされる約0.9-0.7億年
前よりもはるか以前である｡ SYM71, SYM72が菌根共生系のはじまりと
共に維持されてきた遺伝子であるとするならば,マメ科植物の根粒共生系
はそれを借用したことになる｡その際,菌根共生系に必要とされる遺伝子
を根粒形成の引き金として働くように改変したことが考えられる｡実際植
物に広く存在する遺伝子が,マメ科植物では,マメに特徴的な形質を制御
する遺伝子として新たに機能している例がある｡その遺伝子は植物の花芽
分裂組織のアイデンティティを決定する遺伝子FLORICAULA/LEAFY
(FLO/LFY)である｡エンドウでは花芽が分化ができず複葉が単葉に変換
する変異体umfoliata (uni)が知られていたが,なんとその責任遺伝子は
FLO/LFYであった11)｡マメ科植物はFLO/LFYを花芽の形成のみなら
ず,進化の過程で複葉形成にも使っていたのである｡
SYM71, SYM7:2とは対称的にSYM70は菌根共生系とは関係なくマメ
科植物の根粒共生系の進化に特注されてきた遺伝子と解釈することも可能
である｡その場合その進化の生じた時期は,マメ目の祖先の誕生の約0.9-
4億年前　　3億年前　　2億年前　1億年前　　　現在
菌根共生系の誕生　　　　菌根共生系
lMIHlMullllIMMM
I
syM71, SYM72の獲得
根粒共生系
lMIIllIFl　　　=
マメ類の誕生
s yM70の獲得
図8　共生系におけるSYM遺伝子の進化の予測
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0.7億年ほど前からと推測される(図8)｡
10.共生ネットワークを形成する仮想の遺伝子SYMNET
今回のワークショップではエンドファイトをはじめ多くの未知の植物と
共生する微生物が話題であった.思うにSYM71, SYM72のような原核と
真核生物の共生系に働く遺伝子はまだ研究されていない他の未知の微生物
の共生にも働いているのではないだろうか. SyM70は根粒細菌との相互
作用に特注の遺伝子と現時点で考えられるが,それとは対称的にあらゆる
生物との共生系に広く働く宿主遺伝子があるのではなかろうか｡ 1つの宿
主遺伝子が変異を受けることによって, 1つの種の生物だけでなく多くの
共生する生物にも影響を与える｡言い換えれば,その1つの遺伝子の獲得
により多くの生物の共生系を成立させしめる宿主遺伝子が存在するのでは
ないか.宿主(Host)を中心に,たった一つで多様な生物との共生系を結
ぶ遺伝子-,･それを模式的に書いてみるとあたかもそれはネットワークの構
図に似ていた(図9)｡共生ネットワーク`SYMNEr (里竺bioticpefwoyk)｡
_尋こ
華空葱'･
鼻へ
広い共生を築く遺伝子SYMNET
図9　共生ネットワークを形成する仮想遺伝子SYMNET
すでにミヤコグサの1遺伝子の作用域を確認しているものについては,
`SYMNET'から細い実線で表した｡
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それを形成する宿主遺伝子の存在は,ミヤコグサに共生する未知の生物を
同定し,それらと根粒･菌根共生変異体であるsym71, sym72の相互作用
を解析していくことによって明らかになっていくものと思われる｡
ll.メンデル遺伝をしない変異体について
nodulin遺伝子の発現は根粒において顕著であるものの,必ずしも根粒
に限定された発現パターンを示さない｡花や,茎,根で発現している
nodulin遺伝子もいくつか報告されている｡仮にそのnodulin遺伝子が,発
現している根粒並びにそれ以外の器官の形成や成長をコントロールしてい
るとすると,その遺伝子に変異が導入された場合,根粒形成のみならず他
の器官あるいは組織にも影響がでると考えられる｡つまりpleiotropicな発
現様式をするnodulin遺伝子に変異が導入されると, pleiotropicな変異体
が単離される可能性がある｡その様な観点から今回単離した変異体の中で
もpleiotropicな表現型をもち, F2で3: 1に分離しない変異体に興味が持
たれる｡ Szczyglowskiらがはじめてミヤコグサで歪んだ分離比を示す
Fix-を報告しており,変異が生殖過程にも及んでいる可能性を議論してい
る6)｡現在の段階ではSzczyglowskiらも筆者らも生殖のどの過程に異常が
生じているのか不明であるが,その詳細な解析が待たれる｡遺伝学的に
pleiotropicな共生変異体を解析していくことは,共生遺伝子の機能を類推
する上でヒントを与えるからである｡ sym79の詳細な解析から受精から英
の形成過程における作用点を明らかにすることは,また,根粒共生系がそ
の確立期においてどのような遺伝子を借用してしてきたかを探る上でも興
味深いテーマとなるだろう｡以上を分子レベルで語るのであれば,ここに
マメの分子遺伝学的解析が必要とされるのは言うまでもない｡
最　後　に
今回のミヤコグサ変異体の大規模スクリーニングは赤尾勝一郎博士の好
意により農水省農業生物資源研究所の屋外型温室で行われた｡われわれは
当初8,000のEMS処理をしたMl種子を育てたが,アブラ虫やアザミウ
マが大発生したために半数以上のMl植物からM2種子を回収することが
34
できなかった｡必ずしもよいseed familyが得られたわけではなかったの
で,今回紹介した変異体の単離頻度はあくまでも目安として頂ければ幸い
である｡ミヤコグサの場合,虫が大量発生するとその後どんなに殺虫剤を
散布しても,効果が得られず,研究もストップしてしまう｡今後ミヤコグ
サの遺伝解析を計画している研究者には,虫の発生をくい止めるよう細心
の注意を呼びかけたい｡それは虫のためでもある｡
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植物･微生物間相互作用の解明に
向けた根粒菌の分子生物学
-根粒菌のライフ･ヒストリーに
関連して-
三　井　久　幸
根粒菌の研究で明らかになってきたこと
マメ科植物根粒での根粒菌による共生窒素固定は,注目すべき生物機能
として今や膨大な研究の蓄積がある｡植物にとって,窒素は土壌中に不足
しがちな必須元素であることから,地球上における多種多様なマメ科植物
の繁栄は,この窒素固定能が支えているといって過言ではあるまい｡根粒
菌とマメ科植物との共生系は,共生相手の識別,共生特異的な形態形成,壁
素固定活性の制御,等々において進化の妙とも言うべききわめて精微な仕
組みを有しており,多くの研究者がその研究に取り組んできた｡
一口に根粒菌と言っても, Rhizobium, Sinorhizobium, Byladyrhizobium,
Mesorhizobium, Azorhizobium等の属を含む(これらの中には,互いに進
化系統的にかなり離れているものがある)多様な土壌細菌の集団である｡多
くの場合,一つの根粒菌が宿主とするマメ科植物の種類は限定されている｡
窒素固定を触媒する根粒菌の酵素Nitrogenaseは酸素に触れることに
よって失活するため,窒素固定は酸素感受性の過程である｡一方,窒素固
定には多量のエネルギー(ATP)が必要なため,高い(有気)呼吸活性が
同時に要求される｡また,そのようなATPを多量に消費するコストの高い
反応は,必要な時以外には抑えなければならない,ということにもなる｡
この十数年間で,これらの仕組みのいくつかは明らかになってきた｡以
下例示(総説ト5)0
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根粒菌はNodfactor (実体はリボキチン化合物)を合成し,その作用に
ょって,宿主植物特異的に共生反応(根毛の変形･感染糸の形成等により
根粒菌の植物体への感染･侵入が可能となる｡根皮層に細胞分裂が誘導さ
れ,根粒原基が形成されるo等々)が引き起こされるo異なる根粒菌種･
株のNodfactorはそれぞれ特異的に異なる構造を有しており,それは,キ
チン糖鎖長,結合している不飽和脂肪酸の種類, lipochitooligosaccharide
基本骨格に付加される特異的な修飾,等に起因するoその構造の特異性が
宿主植物特異的に共生反応を引き起こすoまた, Nod factorの生合成遺伝
子群nodの発現は,宿主植物根から分泌される特定のフラボノイドの存在
下で,転写調節国子NodDの関与する機構によって誘導されるoこのよう
に,植物の生産するフラボノイド,根粒菌の生産するNodfactorそれぞれ
の特異的な構造が,共生相手選択の特異性の主要な機構であるo
根粒菌の窒素固定関連酵素の発現は,周囲の酸素濃度の低下によって誘
導されるこ酸素濃度の感知とその情報伝達は,二成分制御系FixL/FixJが
担っている｡FixLは-ムを含む膜蛋白質であり,酸素のセンサーとして働
く｡ FixJは転写調節因子であり,リン酸化によって活性化するとmjA･
brKの転写を促進する｡その結果,転写調節因子NifA, FixKの制御下に
ある窒素固定関連遺伝子群(mj; jix)の発現が誘導されるo
根粒菌の共生特異的な分化機構は解明されていない
筆者が研究に用いている根粒菌種は, Sinorhizobium meliloti (アルファ
ルファ根粒菌｡旧名Rhizobium meliloti)であるoこれは,多種多様な根
粒菌のうちで研究の蓄積の特に多い種の一つであり,以下本章ではS･
melilotiを中心に述べることになる｡
根粒菌の共生特異的な性質のうち, Nod factorの生合成経路や･ nod,
mj漣等の遺伝子の発現制御の分子機構については,詳細な情報が既に得
られている｡しかし,根粒菌が宿主細胞内に送り込まれた後に,細胞内共
生体として確立する過程の分子機構はほとんど不明であるo
根粒菌は,根粒細胞のエンドサイト-シスのような仕組みによって,感
染糸から植物細胞内に取り込まれる｡取り込まれた根粒菌はペリバクテロ
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イド膜(PBM)という植物原形質膜由来の膜からなる小胞(その単位を｢ペ
リバクテロイド･ユニット(PBU)｣または｢シンビオソ-ム｣と呼ぶこと
がある)に包まれている｡植物細胞内に送り込まれた根粒菌はバクテロイ
ドと呼ばれる｡バクテロイドはPBMの内側で増殖を続け,その結果宿主細
胞はPBM･根粒菌で満たされる｡その後,バクテロイドは細胞分裂を停止
し,特徴的に肥大化した細胞へと変化し窒素固定を行う｡更にこの分化過
程が進むと,老化により窒素固定能を失い死に至る｡S. melilotiのバクテロ
イドのこのような分化過程は,電顕観察による細胞形態の違いから5段階
(Typel,2,3,4,5)に分類されている(6)0
共生特異的な細胞分化過程における根粒菌と宿主植物との密接
な関係
一つのPBMに包まれているバクテロイドの数は1個ないし8個以内で
あり,それ以上に増えることは通常見られない｡これは,バクテロイドが
宿主細胞に取り込まれた直後の増殖の過程,およびその後の肥大生長の過
程で,宿主細胞によるPBMの生合成も同時に進み,バクテロイドの細胞分
裂と協調してPBUの分裂が起こることを示す｡
アルファルファの根粒は,分裂組織が根粒先端部に維持され続ける,す
なわち,生存中根粒の(先端方向への)生長が持続する｢indeterminate
nodule｣である｡そのため一つの根粒には,未分化の若い組織と成熟更に
老化した古い組織の両方が縦方向に並んで存在することになる｡成熟根粒
内部は,根粒先端側の若い組織から基部側の古い組織へ向かって,構成細
胞の形態や細胞含有物質等により, Zone I (Meristem), Zone II (Invasion
zone+Prefixing zone), /Interzone IHII, ZoneIII (Nitrogen-fixing
zone+Inefficient zone), Zone IV (Senescent zone)と区分される(総説
7)｡これにより宿主細胞の分化過程が一目瞭然である｡
前述したバクテロイドの各分化段階のものは,宿主細胞の特定の組織に
のみ特異的に存在する｡例えば,Type3バクテロイドはInterzoneIHⅠⅠに
のみ存在し,逆に,それ以外のバクテロイドはその組織に見られない｡Type
4バクテロイドは,窒素固定活性を有する組織であるZoneIIIの外半分
38
(Nitrogen-fixing zone)にのみ存在する.また,根粒菌の種々のFix~変
異株(耳止::Tn5,頑/::Tn5,jixG: :Tn5等)は,宿主細胞内で, Type4バ
クテロイドに変化する前に細胞が変質して死に至る｡このような変異株の
感染によって形成誘導された根粒の内部には, ZoneIIIが形成されずに
InterzoneIトⅠⅠⅠの次はZoneIVになっている(6)0
以上は,細胞間の相互作用というレベルで,感染した根粒菌が宿主植物
の共生特異的な形態形成に影響を与えている例である.すなわち,根粒菌
細胞の共生分化過程は,根粒菌･マメ科植物間の細胞内共生系全体の成立
に重要な役割を担っていることは確かであり,この考えが筆者の根粒菌研
究の出発点である｡
根粒菌の生活史
根粒菌は共生細菌であると同時に土壌細菌であるという二面性を有す
る｡このことが根粒菌の生活史を複雑にしている｡
宿主の根粒細胞内で分化過程を経,成熟したバクテロイドは窒素固定を
行った後に老化し死に至る｡クローバー根粒菌(Rhizobium leguminosar-
um bv.trifolii)の成熟バクテロイドは栄養増殖を再開させることができな
いと報告されている(一方,単生状態の細胞と成熟バクテロイドとの形態
変化の小さい大豆根粒菌Bradyrhizobium japonicumでは,成熟バクテロ
イドからの培養が可能である) (8)｡一方,分化段階の進んでいない(未成
熟)バクテロイドは,宿主の老化･枯死による根粒崩壊により土壌中に入
り,単生の土壌細菌としての生活に戻ると推測される｡
根粒菌を液体培養し,増殖が飽和した後に長期間放置すると,細胞が増
殖期の梓菌形態より小さくなった球菌状の形態に変化しているのが観察さ
れる(9)｡ここで生菌数は減少しておらず,小さな形態の細胞は栄養の枯
渇等に対応して生命を維持しているいわゆる｢定常期｣の状態にあると考
えられる｡細菌が増殖の定常期に耐久性を獲得する性質については,大腸
菌を中心に研究が進んでいる(総説10).実際S. melilotiで,定常期におい
て生存を維持する能力の減少した変異株が取得されている(ll)0
土壌とは,多くの場合根粒菌にとって増殖が可能とならないようなスト
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レス環境(主に栄養面において)である｡培養実験の結果から見て,土壌
細菌としての根粒菌の生活環には,増殖を停止した耐久状態と環境の変化
によって栄養増殖が可能となった状態とが含まれていると考えられる0
根粒菌の分子生物学的解析から共生を理解する
筆者は,根粒菌の共生分化過程の解明には,根粒菌の細菌としての基本
的な性質を理解し,それを基盤に研究を進める必要があると考えている｡
S.melilotiのゲノムは3つのレプリコンから構成されており,それぞれ通
常chromosome (サイズ3.5Mb), pSym-a (1.4Mb), pSym-b (1.7Mb)
と呼ばれている(12)｡後者二つはSymプラスミドと呼ばれ, nod, mfノ玖
exo等といったような共生特異的な機能を担う遺伝子を含んでいるが,梶
粒菌の培地上での増殖には必須ではない｡筆者の考えは,いわば, chromo-
someにコードされているような細菌としての生命活動に必須な遺伝情報
に注目する,ということである｡そういった見地に立った理由を書き連ね
ることはここでは避ける｡今後の報告の中で触れる｡
現在は,細胞分裂の調節,グローバルな遺伝子発現の調節という二つの
問題に取り組んでいる｡その成果の一つとして, RNAポリメラーゼ･シグ
マ因子について, S. melilotiには大腸菌のゆoH(ヒートショックシグマ因
子632の構造遺伝子)の相同遺伝子が二つあり(slkB, SなH),それらが一
次構造及び発現パターンについて互いに顕著に異なっていることを本ワー
クショップで報告した｡具体的なデータについてはこの紙面では示さず,別
の機会に紹介したい｡
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共生窒素固定系の硝酸阻害機構
金山　書則･岡村　好倫
は　じめに
光,水あるいは温度といった基本的な環境条件が満たされている場合,吹
に植物の生育を制限するのは窒素栄養であるといわれている｡作物生産に
おいてもあるレベルまでは窒素施肥量と生産量には正の相関が認められ
る｡適切な土壌診断と有機質肥料および化学肥料のバランスのとれた供給
を行えば,窒素施肥の環境への影響は小さいが,収量増加の観点だけで過
剰な窒素施肥を行うと,環境への負荷が問題となってくる｡畑地などの好
気的土壌において,植物に吸収される窒素形態は主に硝酸態窒素であるが,
過剰に存在すると溶脱し地下水や湖沼を汚染する｡以前から欧米では硝酸
態窒素の潜在的な危険性が指摘されており,皮膚の血行が滞るチアノーゼ
などの健康被害が乳幼児に出ている｡日本ではまだ健康被害などは報告さ
れていないが,最近,環境基本法に基づく水質の環境基準健康項目に硝酸
態窒素を追加することが環境庁長官に答申されている｡
合成時に化石燃料の消費を伴い,環境への負荷が懸念される化学肥料に
比べて,マメ科作物と根粒菌との共生による窒素固定は,クリーンでかつ
安価な生物肥料といえる｡特に根粒という共生組織内で物質の授受を行う
ため,ロスのない極めて効率の良い窒素供給源となり,結果として環境へ
の負荷もない｡このほか主に栄養成長を促進する硝酸態窒素に対し,固定
窒素は子実へ優先的に分配されるという利点もある｡
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以上のように理想的な窒素供給源としての窒素固定であるが,生産現場
においては窒素施肥との共用によって高い収量が得られる｡すなわち根粒
が十分発達するまでや,根粒が老化し始めてからの窒素固定能の低い時期
を中心として,施肥窒素が必要である｡しかし古くから知られているよう
に,窒素固定は化合態窒素により抑制されるので,多収量を得るため化合
態窒素を多量に与えても,それほどの効果は上がらず,むしろ窒素固定が
低下し茎葉の過繁茂による収量低下も起こりうる｡このためマメ科植物の
栽培においては窒素施肥による窒素固定の阻害を常に意識せねばならず,
今後非マメ科作物への窒素固定能の付与が成功した際も,窒素施肥により
窒素固定が低下し両窒素を有効に利用できない危険性がある｡従って窒素
固定を高いレベルで持続させつつ,十分な成長を維持するための化合態窒
素を与えていくことを目的とした,窒素固定の硝酸態窒素による抑制現象
の解明は重要である｡
硝酸阻害機構の分類
硝酸態窒素による窒素固定の阻害現象には以下のような段階がある0
①　根粒着生の阻害
硝酸態窒素の供給によりエチレン生成が増加し,それによる根粒着生数
の減少というモデルがアルファルファで提唱されている1)｡しかし,エチレ
ンを介した根粒着生の制御については,必ずしもすべてのマメ科植物に当
てはまるとは限らないようである｡また最近の報告では,根粒形成の初期
段階である根毛のカーリング,皮層細胞の分裂および感染糸の形成におけ
る阻害がみられるが, nod factorのシグナル受容と初期の情報伝達は阻害
されていないことが明らかとなっている2)0
②　窒素固定活性の阻害(Short term)
10mM程度の比較的高濃度の硝酸態窒素の添加により, 24時間あるい
は2-3日程度の短期間に起こるニトロゲナーゼ活性の速やかな低下｡
③　窒素固定活性の阻害(Long term)
5 mM以下の低濃度の硝酸態窒素が長期間与えられた場合に起こるニト
ロゲナーゼ活性の抑制.あるいは(参のShorttermの初期の低下に引き続
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き起こる阻害を指す場合もある｡ ②との違いは必ずしも明確ではないが,
ニトロゲナーゼ活性の抑制現象の原因は単一ではないという見方が一般
的｡
④　老化
Longterm阻害に引き続き,硝酸態窒素の存在下で根粒が老化し,不可
逆的に不活性化する現象｡まだ詳細には検討されていないが,活性酸素の
関与が示唆されている3)｡通常の加齢に伴う根粒の老化と同一のメカニズ
ムによるかなど,今後の研究が期待される｡
共生窒素固定の硝酸態窒素による阻害現象は非常に古くから知られてお
り,その農学的意義や植物生理学的興味から,数多くの研究者の関心を誘っ
てきた｡おそらく共生窒素固定の研究に携わったことのある者は,一度は
自分の実験系のなかで窒素化合物の影響に興味を持ったり,実際にその影
響を調べた経験があると思う｡しかしここで整理したように,阻害現象の
段階だけでも幾つかに分類され,それぞれの阻害機構も単純ではない｡植
物の生存にとっては光合成産物の多くを削って根粒菌を養い,多量の
ATPをニトロゲナーゼ反応に消費するよりは,硝酸還元酵素と亜硝酸還
元酵素という2つの酵素反応系でアンモニアを合成する方がエネルギー効
率的に圧倒的に有利であろう｡従って,窒素固定の硝酸阻害は植物にとっ
てはより有利な窒素源への速やかな転換を行うための適応現象とみること
もできる｡ここでは窒素固定活性の阻害について,その中でも主に(参の活
性低下の引き金となる機構に焦点を当てて研究の流れと今後の展開につい
て論議する｡
旧来の阻害機構
硝酸態窒素による根粒ニトロゲナーゼの活性阻害機構に関する説は,か
っては次の二つに分類することができた｡一つは吸収された硝酸態窒素の
同化と窒素固定との間の炭水化物に対する競合を原因とする説,もう一つ
は硝酸イオンの代謝産物の影響によるとする説である｡前者については,塗
素施肥により炭素の根粒への分配が低下したことが根拠としてあげられて
おり,地上部での硝酸同化に光合成産物が奪われたとする説である｡後者
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については,当初,窒素固定に影響を及ぼす硝酸代謝産物としては亜硝酸
イオンが有力視されていた｡その根拠としては,いずれもinuitroでの実
験により,亜硝酸イオンが単離バクテロイドのアセチレン還元能を阻害す
ること4'や,ニトロゲナーゼのMoFeタンパク質に結合し活性阻害を起こ
すこと5)などがあげられた｡
これらの説は1980年代までの一般的な考え方であるが,少なくとも,活
性低下の第一要因としてあげるには次項であげるような決定的な問題点が
あった｡そしてその後の研究は,これら旧来の説を否定するところから新
たな展開を見せた｡
機構解明へのヒント
前項の光合成産物競合説における問題点は,根粒の活性低下に可溶性糖
含量の低下が対応しない例が多く提出されていることである｡むしろ根粒
で消費されるべく転流されたショ糖は硝酸添加により若干増加する6･7'場
合もあり,根粒への炭素分配の減少は,窒素固定活性阻害に伴う根粒のシ
ンク能低下の結果ではないかと考えられる｡またダイズへの窒素の深層施
肥が,地表近くに着生した根粒の窒素固定を阻害しないこともわかってお
り8),地上部での硝酸同化との炭素の競合という単純な機構では硝酸阻害
を説明できないことは明らかである｡
次に注目すべき知見は,その後の研究に大きな示唆を与えるものであっ
た｡ Schullerら9)は窒素固定活性の低下した根粒から単離したバクテロイ
ドのアセチレン還元能を測定し,硝酸阻害の初期にはバクテロイドやニト
ロゲナーゼ自体は影響を受けていないことを証明した｡硝酸阻害時の根粒
において,ニトロゲナーゼタンパク質の低下がみられなかったというデー
タも彼らの知見を支持している10)｡これらの知見により,バクテロイドやニ
トロゲナーゼへの直接的な阻害作用ではなく,バクテロイドを取り巻く根
粒内の環境,すなわちニトロゲナーゼ活性を維持するのに必要な植物側の
要因の変化に焦点が当てられるようになった｡
バクテロイドが存在する根粒の感染領域における特徴の一つは低酸素分
圧である｡これはニトロゲナーゼが酸素により不活性化されることと関連
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しているが,ニトロゲナーゼ反応自体には好気呼吸に由来する多量の
ATPが必要であるという矛盾を抱えている｡このため根粒の皮層組織に
は酸素の透過を制御する酸素拡散バリヤーが存在する一方,バクテロイド
周辺では高い酸素親和性を持つレグヘモグロビンが酸素供給を促進してい
る｡硝酸阻害を受けた根粒において現在確実に言えることは, Layzellら11)
他多数のグループにより報告されているように,バクテロイドへの酸素透
過が抑制されている点であろう｡これらの報告の多くは,皮層における可
変的酸素拡散バリアーの変化による酸素拡散抵抗性の上昇を念頭に置いた
ものであるが,硝酸態窒素がどのようにバリアーを制御するのかについて
は全くわかっていない｡一方レグヘモグロビンに関しては,その含量自体
は少なくとも硝酸阻害初期には低下しないが,硝酸還元に由来する一酸化
窒素とレグヘモグロビンが結合したニトロシルレグヘモグロビン(LbNO)
が形成されることによる,バクテロイドへの酸素供給低下を原因とする説
がある12･13)｡しかしこの説に関しても, insituでの証明がないことや,隻
積するLbNOがバクテロイドの呼吸に影響するほどの量なのかなどの疑
問が出されている14)0
最近のユニークな知見
①　植物由来の硝酸還元酵素の関与
旧来の阻害機構のうち亜硝酸イオンの直接的なバクテロイドへの影響に
ついては,バクテロイドの硝酸還元酵素が関与していると考えられ,
Streeter15)他いくつかのグループで検討された経緯がある｡その結果は,柄
酸還元酵素欠損根粒菌により形成された根粒に硝酸態窒素を与えた場合で
ち,正常な根粒菌により形威された根粒と同様に窒素固定能が低下すると
いうもので,バクテロイドの硝酸還元酵素の関与は否定されている｡一万,
根粒サイトゾルにも植物由来の硝酸還元酵素が存在することが知られてい
る｡葉や根における主要な硝酸還元酵素は基質誘導型であるのに対して,梶
粒サイトゾルの硝酸還元酵素は硝酸無添加の条件下でもかなりの活性を示
し,しかも硝酸添加による活性の上昇が小さいなどの特徴を備えている(表
1)｡ダイズには非誘導型および誘導型の硝酸還元酵素が知られており,そ
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表1ダイズ硝酸還元酵素活性に及ぼす硝酸態窒素の影響｡ダイズは窒素を含
まない水耕液で栽培し,開花期に10mMの硝酸態窒素を与え24時間後
に活性を測定した｡根粒サイトゾルでは硝酸無添加(Control)でも高い
活性がみられる
Activity (〟mol g~l FW h~1)
control N itrate
0.17±0.05　　　　　　　　　　3.6　±0.5
0　　　　　　　　　　　　　0.71±0.04
1.7　±0.1　　　　　　　　　2.2　±0.1
れらとの比較を行うためダイズ根粒サイトゾルから硝酸還元酵素が精製さ
れた16)｡その結果,根粒サイトゾルの硝酸還元酵素は誘導型とよく似てお
り,その硝酸無添加条件下での発現機構に興味が持たれている｡
すでに述べたように,地上部での硝酸還元と根粒との炭水化物競合説に
ついては否定されている｡しかし硝酸イオン自体がシグナルとなる場合以
外は,硝酸還元以降の代謝が必要であり,根粒サイトゾルなどでの硝酸還
元が硝酸阻害機構における不可欠なステップである可能性がある｡このよ
うな観点から硝酸還元酵素欠損ミュータントを用いた研究はユニークであ
り,実際ミュータントにおいて硝酸阻害が軽減されたため,植物由来の硝
酸還元酵素の阻害機構への関与が強く示唆されている17,18)0
②　スクロース合成酵素の関与
Gordonら19)はダイズを用いて,乾燥や硝酸あるいは高塩濃度処理など
の各種ストレス処理における,根粒スクロース合成酵素の発現および活性
と窒素固定能の低下との相関を報告している｡この報告によると,他の窒
素固定関連タンパク質であるグルタミン合成酵素やレグヘモグロビンのレ
ベルはスクロース合成酵素のようには変動しなかったようである｡スク
ロース合成酵素は根粒へ転流してきたスクロースを分解するキー酵素であ
り,レグヘモグロビンやグルタミン合成酵素と同様にノジュリンである｡そ
の中でスクロース合成酵素のみが速やかなストレス応答性を見せた点は非
常に興味深い(図1)0
様々なストレス処理下で,スクロース合成酵素活性はニトロゲナーゼ活
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図1ニトロゲナーゼ活性と根粒のスクロース合成酵素活性･レグヘモグロビン
含量および酸素拡散抵抗性との関係｡ Sは高塩濃度, Dは乾燥, Nは硝酸,
SRは芽除去, NRは50%根粒除去の各処理を, Cは対照区を表す｡ニトロ
ゲナーゼ活性とスクロース合成酵素活性とは正の相関を,酸素拡散抵抗性
とは負の相関を示しているのがわかる｡ Gordonら19)からのデータをグラ
フにまとめた｡
性と正の相関を示すのに対して,酸素拡散抵抗性は負の相関を示した(図
1)｡現在のところ,これら二つの要因の阻害機構における関係は不明であ
る｡想像にすぎないが,スクロース合成酵素活性の低下が根粒皮層細胞の
水ポテンシャルに影響を与えたり,バクテロイドの呼吸低下に伴う酸素分
圧の上昇を招くなどの可能性が考えられる｡
おわり　に
根粒窒素固定が窒素施肥によって抑制されることは1900年代初頭には
すでに報告されており,現在まで,すでに述べたような農学的意義や植物
生理学的興味から多くの研尭者により吟味されてきたが,未だ混迷の度合
いが深い｡現在,根粒の酸素透過の低下が原因であるところまでは多くの
研究者の信ずるところとなってきたが,その後画期的な仮説は登場してい
ない｡我々は最近の成果から,根粒サイトゾルの硝酸還元酵素とスクロー
ス合成酵素に注目するとともに,研究材料を分子遺伝学に有利なミヤコグ
サヘ変え,両遺伝子の形質転換による発現調節により硝酸阻害機構の解明
に貢献しようと考えている｡
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根粒菌の生産するリゾビトキシンの
共生における役割
安田　　剛･遊橋　健一･市川　徳一
貫井　憲之･南沢　　究
リゾビトキシンの役割とは
マメ科植物は根粒菌の感染によって根粒という特殊な共生器官を形成す
る｡そこでは根粒菌の窒素固定活性が誘導されると共に植物側からエネル
ギー源となる光合成産物が供給され,根粒菌により固定された窒素が植物
側に効率的に利用されるといった共生系が確立している｡
この根粒形成のメカニズムについては,近年の根粒菌のNod遺伝子の機
能解析により感染初期における微生物一植物二方向分子シグナリングなど
多くのことが明らかになってきている1)｡しかし存在するであろう感染中
期以降の分子シグナル系や,根粒菌の感染数及び成熟する根粒数の制限と
いった植物側の制御に関与するような微生物側の代謝産物とその働きにつ
いてはほとんど明らかにはなっていない｡
リゾビトキシン(2-amin0-4-(2-amino13-hydroxypropoxyy)-trans-
but-3-enoic acid) (以下RT)はダイズ根粒菌Bradyrhizpbium elkanii及
び植物病原菌Bu71kholdenva andropogonisにより生産される分子量190の
アミノ酸様物質であり(図1),その生理学的作用としてメチオニン合成系
にあるL-cystathioneからHomocysteinへの反応を触媒するβ-cystath-
ionaseを強く阻害することが以前より知られている2)｡そのためRTはメ
チオニン生合成阻害によってクロロシス誘導を引き起こす植物毒として一
般的に認識されてきた｡しかし1971年, RTがリンゴ果実のエチレン生合
成を阻害する作用を持つことが報告されており,また以前からエチレンが
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図1.リゾビトキシンの構造式
根粒形成の抑制に働くといった報告が数多く成されてきた3)｡加えて一昨
年, Hypernodulation(根粒は一定数形成されると植物側の制御によりそれ
以上形成されなくなるが,その制限を越えて多数の根粒が形成される現象)
を起こすMedicago truncatuhzの表現型がエチレン低感受性であったこと
が報告された4)｡これらの状況証拠から,我々はRTがクロロシスを引き起
こすだけの単なる植物毒ではなく植物ホルモンであるエチレンの生成を阻
害し,植物側の根粒数制御機構を撹乱することで,根粒形成を促進する物
質であるという仮説を立てた(図2)｡現在まで微生物側の代謝産物から植
物側autoregulationに関与するといった報告はなく, RTの新たな役割を
明らかにすることより,共生系の重要な知見が得られることが期待できる｡
1.リゾビトキシンのエチレン生合成阻害と新規定量法の作成
一般に植物のエチレン生合成経路は図3のように示され,経路の鍵酵素
はS-adenosylmethionine (SAM)からACC (1-aminocyclopropane-ト
carboxylate)への反応を触媒するACC synthaseである｡この酵素は以前
にRTのアナログ物質であるaminoethoxyvinylglycine (AVG)により強
く活性阻害されることが報告されている5)｡そこで我々はRTが阻害する
反応もこのステップであると考え,反応基質としてSAMを, ACC合成酵
素としてトマト由来のbLE-ACS2を用い,生成ACCをエチレン転換しガ
スクロマトグラフで測定する方法で実際に酵素活性におけるRTの影響
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図2.作業仮説
リゾビトキシンは根粒形成に有利に働くのか?
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図3.エチレン生合成経路
を検討した(図4)｡その結果, ACC合成酵素に対するRTのKiは0.025
〟Mと非常に低く, RTはACC合成酵素に非常に強い活性阻害を及ぼし,
その阻害型はAVG (Ki-0.019/JM)と同様に括抗阻害を示すことが明ら
かになった｡この結果は,RTが働く標的部位はこれまで考えられてきたメ
チオニン合成系というよりはむしろエチレン生合成経路にある事を強く示
唆するものである｡
また,従来のRT定量法は,低感度である,爽雑物(培地成分,抗生物
質,菌の代謝物)により測定に大きな誤差を生じるといった問題があり,今
後研究を進める上で新しい高感度RT定量法の開発が重要であった｡そこ
で,この酵素阻害を原理とした新規RT定量法を検討した所,検出限界が
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図4.リゾビトキシンによるACC合成酵素活性の阻害
ACC合成酵素はSAM (5-50/JM), 5J`M PLP, 0.1M HEPES-KOH (pH
8.5)の条件で30oC, 15分間インキュベ-トしたo阻害剤濃度は0.1JLM
AVG, RTで行った｡
約0.01/JMと高感度であり,爽雑物の影響を受けない,従来法と比べてよ
り濃度依存性が高いといった特徴を持った新しいRT定量法の確立に成
功した(図5)｡またRT前駆体のジヒドロリゾビトキシンを阻害物質とし
て用いた時の効果はRTの約1/100を示した｡これはジヒドロリゾビトキ
シンが多量に含まれる培養液や根粒抽出液からの調製サンプルのRT定
量にも本方法を用いることで,ジヒドロリゾビトキシンによる誤差影響を
ほぼ無視出来ることを意味している｡
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図5.従来のリゾビトキシン定量法との比較
(A)新規定量法: bLE-ACS2由来のACC合成酵素の阻害
(B)従来法: E. colt K12由来の6-cystathionaseの阻害
00nCA･ (pM)
2.リゾビトキシン非生産棟の構築
植物接種実験からRTの根粒形成における役割を検討する材料として,
RT生合成遺伝子破壊株を構築した｡現在までRT関連遺伝子はB. el-
kaniiUSDA61株で一つ(地A)だけ報告されており,同株を用いた遺伝
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子破壊RT非生産株が作成されている6)｡しかし,この株は元々RT生産能
が低いため,植物接種実験時の野生株との比較に困難を生じる｡そこで多
量にRTを生産するB.elkanii USDA　94株を用いて,報告されている
rtxAの遺伝子配列からプライマーを設計し, USDA 94全DNAをテンプ
レートとしてPCRを行い約3kbの断片を得た.このシークエンスを行っ
た所USDA 61のrtxAの塩基配列と99.6%,推定アミノ酸配列と98.9%
の相同性があり,増幅した断片はUSDA94のr比Aを含む領域であると考
えられた.また,USDA61のr比4のN末部分はラットのセリン:ピルビ
ン酸アミノトランスフェラーゼとアミノ酸レベルで67%, C末部分は酵母
の0-アセチルホモセリンサルフイドラ-ゼと76%の相同性があるが,そ
れはUSDA　94のrLxAでも同様であり,かつこの酵素は提唱されている
RTの生合成経路に適合した7･8･9)｡得られたUSDA 94のrtxA断片に対し
てカナマイシン耐性遺伝子カセットを相同組換えにより染色体に導入し,
遺伝子破壊行った｡その後,作成した組み替え変異体RTS2のRT生産能
を前述のRT定量法で検討し, RTS2はRT生産能を欠失したことを確認
した｡
3. RT非生産変異株を用いた植物接種実験
(1)親株とRT非生産変異株を用いたエチレン発生量と根粒形成能の
比較
RT非生産変異株を用いてサイラトロへの接種実験を行い,植物根から
のエチレンの発生量と根粒形成能が野生株と比較してどのように変化する
か検討した｡根粒菌を接種して6日後のサイラトロ根からのエチレン発生
は,無接種に比べて野生株接種時には低く抑えられていた(図6)｡一方,RT
非生産株を接種して6日後のサイラトロ根からのエチレン発生量は無接種
時とほぼ等しいレベルまで回復した｡この時の野生株とRT非生産株の根
粒形成曲線を比較したところ,根粒の出来始める時期や立ち上がりの傾き
はそれぞれ変化はなかったが, 10日目付近から変異株側の根粒形成曲線の
傾きが緩くなり始め,最終的に野生株と比較して根粒数の減少を起こした
(図7)｡また, RT非生産棟接種と同時にRTアナログのAVGを外部投与
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図6. B.elkanii USDA 94及びRT-mutant RTS2感染6日後のサイラトロ根
からのエチレン発生
する実験では,根からのエチレン発生は抑えられ,最終根粒数は野生株接
種時と同レベルまで回復した｡これらの結果より,RTの働きは宿主のエチ
レン発生阻害とそれに続く根粒数制限にあることが示唆された｡
(2) ACC投与実験
また,野生株をサイラトロへ接種すると同時にエチレン前駆体ACCを
投与するという実験を行った｡ ACCはエチレン生合成系において, RTが
阻害するACC synthaseより下流の前駆体のため,野生株が生産するRT
によるエチレン生成阻害は打ち消される｡ RTによる根粒形成促進効果が
TutZId＼sJaqtunuaTntnN
4　　　　　10　　　　　16　　　　20
Days after inoculation
図7.サイラトロに対するB. elkanii USDA 94及びRT-mutant RTS2感染後
の根粒形成曲線
エチレン生合成阻害に寄っているのならば,その根粒数はRT非生産株の
レベルまで減少すると予想される｡結果は図8,9に示した｡菌接種･ACC
非投与区では,菌無接種と比べて約15%のエチレン発生量を示し,ACCを
1/JM同時投与することで菌無接種と比べて約70%, ACC 10/JM同時投
与でほぼ100%エチレン発生量が回復した｡根粒形成曲線.はACC lノJM,
ACC IOJLM同時投与では,/最終根粒数のRT非生産変異株を用いた実験
時と同レベルまでの減少が観察された｡これはACCにより発生したエチ
レンから根粒形成阻害効果が働いたためと考えられる.この結果はB. el-
kaniiのつくるRTが,エチレン発生を阻害することで根粒数制限を抑制
する事を更に支持している｡
(3)エチレンレセプター阻害剤,チオ硫酸銀(STS)投与実験
前述のようにM. truncatulaのHypernodulation mutantがエチレン非
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図8. B.elkanii USDA94感染3日後のサイラトロ根からのエチレン発生
感受性という形質を持っていることから,根粒形成と宿主植物のエチレン
感受に着目した｡そこでエチレンレセプター阻害剤チオ硫酸銀(STS)を
投与することでエチレン受容が阻害され,続く根粒数制御機構が抑制され
ることを期待し,検討を行った｡その結果, RTS2株接時において5J`M
STS同時投与で,野生株接種時と同レベルの根粒数の回復が見られた(図
10)｡これは植物がエチレン感受から起こるシグナルトランスダクションを
介して最終的な根粒数を制御していることを示唆している｡
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図91サイラトロ根に対するB.elkanii USDA　94感染後の根粒形成に及ぼす
ACCの効果
4.遺伝子からのアプローチ
微生物の生合成系をコードする遺伝子は,染色体上でオペロンをなして
いる場合がある｡そこで, RT生合成関連遺伝子を広く検索するために,
yixA周辺の領域のクローニングを行った｡ pLAFRlで作成したB. elkanii
USDA 94のコスミドライブラリに対して破壊株構築時に得たPCR産物
をプローブとし,コロニーハイプリグイゼ-ションを行った結果, rtAを
含んだ7種類の異なるクローンを得た｡これらのクローンの制限酵素地図
を作成した結果, r比4を中心として上流23kb,下流17kbの合わせて約
40kbの領域をカバーしていた(図11)｡手始めとして,これらのクローン
の内, pRTFl, pRTN2, pRTSlの3種類をRT非生産株B.}'aponicum
USDA llOに接合によって導入したが,残念ながら現在生産能付与は出来
ていない｡理由として,必要な遺伝子領域が足りない,合成が中間体でス
T
lutqd＼sJ3qtmu3TnPOと
2　　　4　　6　　8　　10　12　14
Days after inoculation
図10　サイラトロ根に対するRT-mutant RTS2感染後の根粒形成に及ぼす
STSの効果
トップしている,プロモータが働いていないということが考えられる｡し
かし,この領域に新規のRT関連遺伝子が存在する可能性は高い｡現在, B･
jaPonicum USDA llOで働くプロモーターの導入とリゾビトキシン中間
生成物の検出を検討すると同時に, rlxA周辺の領域のシークエンスを行
い,未知のORFを検索中である｡
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図11. B.elkaniiUSDA94ゲノミックライブラリー由来のJ血A遺伝子を含んだ
pLAFRlクローン群
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アグロバクチリウムとバイジェリンキア
に導入した根粒菌の遺伝子発現
内海　俊樹･川村　亮一･阿部美紀子
鈴木　幸弘･東　　四郎
1.は　じめに
地球環境が年々悪化していく一方では,増加の一途をたどる人口を支え
るために農林業の生産性をさらに向上させる必要に迫られている｡本莱,
土壌が兼ね備えている能力や生物の相互作用を利用した持続的な循環型の
農業生産,あるいは,焼き畑農業などで失われた森林の回復などを実現し
ていくうえで,植物とその共生微生物の働きを活性化させ,それぞれの地
域環境に適応した形態で利用していくことは重要である｡特に;ーこのよう
な植物と微生物の相互作用の代表である根粒菌とマメ科植物の共生窒素固
定には,多くの期待が寄せられている｡
根粒菌研究の重要な課題として,宿主植物域の拡大と高窒素固定活性の
発現を挙げることができる｡根粒菌とその宿主植物の間には,宿主特異性
が存在し,例えば,ダイズ根粒菌は,ダイズにのみ根粒を形成し共生窒素
固定を行う｡根粒菌と宿主植物が互いに相手を認識し,根粒を形成し,梶
粒菌が植物の細胞内で窒素画定活性を発現するまでの過程に関わる,根粒
菌と植物の遺伝子やシグナル分子の存在が明らかになってきている｡しか
し,宿主域拡大などの重要課題の解決には至っていない｡そこで,根粒菌
以外の細菌種に根粒菌の遺伝子を導入し発現することができれば,ひとつ
のブレークスルーになるのではないかと考えた｡根粒菌と系統が近ければ
根粒菌の遺伝子を安定に維持･発現する可能性が高いと予想し, 16S rRNA
遺伝子の塩基配列による進化系統樹に基づいて, Agrobacterium
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tumefaciensとBel'jerinckiaにクローバ根粒菌の遺伝子を導入することを
試みた｡
Agrobacterium tumefaciensは,本来,多くの植物種を宿主として認識し
根頭癌腫(クラウンゴール)を形成する植物病原菌であるが, Tiプラスミ
ドを消去することにより病原性を失ったA136株を受容菌とした｡アグロ
バクテリウムは窒素固定遺伝子群を保持していないので,根粒形成遺伝子
群(nodgenes)と窒素固定遺伝子(mfgene一等)の両方をコードしてい
るタロ-バ根粒菌の共生プラスミド全体を導入することにした｡ Belje-
rinckiaは,強い窒素固定活性を持つ単生窒素固定菌であるoタイのイネ科
植物vetivergrassの根圏より単離された菌株であり,この植物に固定窒素
を供給することにより緩い共生関係を成立させていると考えられるBel'je-
rinckia sp. CR5株を受容菌として,根粒形成遺伝子群のみを導入すること
にした｡
2.根粒菌の共生プラスミドの可動化とアグロバクテリウムへ
の導入
クローバを宿主植物とする根粒菌4S株(Rhizobium leguminosarum bv.
tnfolii4S)は, 525,420,315kbのサイズが異なる3種のプラスミドを保持
している｡このうち, 315kbのプラスミドが共生プラスミド(pRt4Sa)で
あり,根粒形成遺伝子群(nodgenes)及び窒素固定遺伝子(mfgene等)
が存在している1)｡共生プラスミドをクローバ根粒菌より他の菌株へ自由
に接合伝達することが可能となるように, pRt4SaにTn5-MobZ)を導入
し, pRt4Sa::Tn5-Mobを得た｡このpRt4Sa::Tn5-Mobを保持するク
ローバ根粒菌4S5株は,クローバに対する根粒形成能,共生窒素固定能と
も野生型の4S株と違いは見られず, Tn5-MobはpRt4Sa上のnodgenes
やmfgene以外の領域に挿入されたものと考えられた｡卯こ,根粒菌とは
分類上同じ｢科｣に属するAgrobacieriumにpRt4Sa : : Tn51Mobを導入す
ることを試みた｡多くの植物にクラウンゴールを形成するAgrobacterium
tumefaciens C58株由来の菌株であり, Tiプラスミドの消去によりゴール
形成能を喪失したA. tumefaciens A136株をpRt4Sa : : Tn5-Mobの受容
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菌として接合を行った｡カナマイシン耐性を選択マーカーとして得られた
接合伝達株をAT4Sシリーズとして解析した3)0 AT4Sシリーズの菌株が
アグロバクチリウム由来であることは, RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)によって確認した｡
AT4Sシリーズのプラスミドプロファイルを電気泳動で確認したとこ
ろ,ほとんどのAT4Sシリーズ(AT4SB,AT4SG株など)でタロ-バ根
粒菌の共生プラスミドが安定に保持されていることを確認できたが,共生
プラスミドが検出できない菌株(AT4Sa株など)も存在した(図1)｡根粒
形成遺伝子群のnodC遺伝子に特異的なプライマーを用いたPCR4),根粒
g yJPb♂ぎ
図1 AT4Sシリーズのプラスミドプロファイル｡矢印は,クローバ根粒菌の共生
プラスミドpRt4Sa::Tn5-Mobを示す｡
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図2　CHEF法による全DNAのSwaI断片の比較｡矢印は,移動度がシフトし
た断片を示している｡
レーンMはサイズマーカー｡
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形成遺伝子群及びTn5-Mobをプローブとしたサザンハイブリダイゼ-
ション,全DNAのSu)a I断片のCHEF (Clamped Homogeneous Elec-
tricField)法による比較(図2)の結果, AT4Sa株では共生プラスミドの
一部(少なくとも根粒形成遺伝子群及びTn5-Mobを含む領域)が染色体に
転移している可能性が示された｡ミヤコグサを宿主とする根粒菌(Meso-
rhizobium loti)では,染色体上の約500 kbにも及ぶ範囲に根粒形成遺伝
子群などが存在しており,この領域(symbiosisislandと呼ばれている)が
そっくり別の菌株の染色体に転移する現象が報告されている5)｡転移機構
の詳細は不明であるが,染色体への組み込みには溶原性ファージによくみ
られるインテグラ-ゼ/tRNAのシステムが機能しているようである.ク
ローバ根粒菌の共生プラスミド上の根粒形成遺伝子群も同様にsymbiosis
islandを形成し,一つのユニットとして転移可能なのであろうか｡クローバ
根粒菌の根粒形成遺伝子の由来や水平伝播を考えるうえでも,非常に興味
が持たれる問題である｡
3.クローバ根粒菌の共生遺伝子群を保持するアグロバクテリ
ウムの共生能
クローバ根粒菌の共生プラスミドを保持するAT4Sシリーズの菌株で
あるAT4SB及びAT4SG株,共生プラスミドの一部を染色体に取り込ん
だと考えられるAT4Sa株をクローバに接種したところ,いずれも根粒が
形成された｡根粒形成遺伝子をアグロバクテリウムに導入し植物に接種し
た報告例は今までに幾つかあるが,ほとんどの場合,正常な感染の過程は
辿らず,感染菌は根粒細胞の細胞間隙に存在するいわゆ号pseudo nodule
あるいはempty noduleが形成される6)｡ところがAT4Sシリーズの場合
は,感染初期の段階では,根毛のカーリング及び感染糸の形成が観察され,
根粒菌が本来の宿主に感染する過程と全く同じであった｡形成された根粒
は,クローバ根粒菌によって形成される根粒と形態的にはよく似ており,そ
の根粒細胞内郡に感染した菌が充満していた｡走査型及び透過型電子顕微
鏡による観察では,根粒細胞内部の感染菌はペリバクテロイド膜に包まれ,
菌体は肥大化し変形している様子が観察でき,形態的にはバクテロイド化
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していることが明らかとなった｡これらのことは,根粒形成に関しては,導
入したクローバ根粒菌由来の遺伝子がアグロバクテリウム内で発現し正常
に機能していることを示している｡しかしながら,アセチレン還元法では
ニトロゲナーゼ活性は検出されなかった｡クローバ根粒菌の共生プラスミ
ド消去株であるHl株にAT4Sa株の共生プラスミドを導入して得られた
菌株は,クローバに窒素固定能のある根粒を形成したことから, AT4Sa株
の共生プラスミドに変異が起きている可能性は否定された｡ AT4Sa株で
は,何らかの理由で窒素固定遺伝子群が機能していないのである｡ Mar-
tinezら7)は, A136株と同じA. tumefaciens C58株由来のTiプラスミド
消去株であるGMI9023株にインゲン根粒菌(R.phaseoli CFN299株)の
共生プラスミドを導入した接合伝達株が,インゲンに窒素固定活性のある
根粒を形成できることを報告している｡宿主植物とその根粒菌の応答の違
いという問題ももちろん考慮しなければならないが,クローバ根粒菌とイ
ンゲン根粒菌の共生プラスミドの違いを遺伝子レベルで比較することによ
り,宿主植物細胞内での窒素固定遺伝子群の発現調節にかかわる機構が明
らかになってくるかもしれない｡比較的広い宿主域を持つ根粒菌
Rhizobium NGR234株の共生プラスミドの全塩基配列が明らかにされた8)
が,種々の根粒菌の共生プラスミドについて塩基配列を決定し比較するこ
とも重要な課題であろう｡
AT4Sシリーズの宿主植物域を調べるために,アルファルファ
(Medicago satiua),カラスノエンドウ(Vicia hirsuta),ダイズ(Glycine
mar),モヤシマメ(Vl'gna mungo),シラトロ(Macy10Ptilium atropuゆur-
eum)にAT4SB株, AT4SG株及びAT4Sa株を接種した｡その結果,
AT4SB株はクローバ以外の植物には根粒形成しなかったが,AT4SG株は
アルファルファに, AT4Sa株はカラスノエンドウにそれぞれ根粒を形成
した｡ AT4SG株の根粒形成過程と根粒形成遺伝子群の発現産物について
詳細に検討した｡AT4SG株をアルファルファに接種した場合,根粒細胞内
に感染菌が存在しないempty noduleが高頻度で形成された｡ empty nod-
uleは,おそらく,宿主植物の細胞間隙に進入したAT4SG株が誘導したも
のと考えられる｡これは,アブロバクテリウムA136株にアルファルファ根
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粒菌(Shinorhizobium meliloti lO21株)の根粒形成遺伝子と窒素固定遺伝
子を導入した菌株を,アルファルファに接種したHirschら6)の実験結果と
一致する｡しかし,タロ-バ菌の共生プラスミド全体をアグロバクテリウ
ムA136株に導入した菌株であるAT4SG株の特徴は,頻度は低いものの
根毛のカーリング,感染糸の形成という正常な感染過程を経て,細胞質内
に多数の感染菌が存在する正常型の根粒が形成されたことにある｡この根
粒は,窒素固定活性は検出できなかったものの,細胞質内の感染菌はペリ
バクテロイド膜に包まれ,形態もY字型の菌体が見られるなどバクテロイ
ド化していることが明らかとなった(図3)0 AT4SG株の共生プラスミド
に何らかの遺伝的変化が生じ,宿主域が拡大した可能性も考えられるため,
共生プラスミドを消去したクローバ根粒菌Hl株にAT4SG株の共生プラ
スミドを導入し植物への接種試験を行ったが,クローバ以外の植物に根粒
を形成することはなかった｡前出のMartinezらの報告7)と併せると,アグ
図3　AT4SG株により形成されたアルファルファの根粒｡ A,根粒の縦断面
(SEM像)｡ : B, Y字型に変形した根粒細胞内の感染菌(SEM像)0 : C,ペ
リバクテロイド膜に包まれた根粒細胞内の感染菌(TEM像)0 B, Cとも
バーは1〝m｡
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ロバクテリウムは根粒菌の共生プラスミド上の遺伝子を発現し,植物と共
生窒素固定系を成立させる潜在能力がありそうである｡ただし,共生プラ
スミドとそれを受け取るアグロバクテリウム菌株の組合わせによっては,
うまく発現･機能しない遺伝子があり,そのためにemptynoduleの形成に
終わったり,宿主細胞に侵入し形態的にはバクテロイド化するものの窒素
固定活性の発現までには至らなかったりといったバリエーションが出てく
るのではなかろうか｡そのように考えると,宿主植物との共生系成立に関
与する遺伝子群の発現調節に特徴的な因子の存在も予想され,本冊子の三
井氏の転写調節因子に関する話題も大変興味深い｡
根粒菌とその宿主植物との相互認識にかかわる重要なシグナル分子のひ
とつとして,根粒菌の根粒形成遺伝子群の発現産物であるNodファクター
がある｡Nodファクターは,3から5分子のN-アセテルグルコサミンを構
成糖とするキトオリゴサッカライドが基本骨格であるが,根粒菌種によっ
て修飾基などが異なっており,その違いが宿主特異性を決定づけていると
されている9)0 AT4SG株はクローバとアルファルファ双方に根粒形成可能
であるが,アルファルファが共生相手と認識できるNodファクターを生産
しているのであろうか.アルファルファ根粒菌が生産するNodファクター
は,硫酸基を持つという特徴的な構造をしているため,クローバ根粒菌の
生産するNodファクターとは薄層クロマトグラフィーで容易に区別でき
る｡ 14C一グルコースまたは35S一硫酸マグネシウム,及び,根粒形成遺伝子群
の発現誘導物質を含む培地にてAT4SG株を培養し,培地中に放出された
Nodファクターを分析したところ,アルファルファ根粒菌と同じNod
ファクターは検出できなかった｡ AT4SG株と親株であるクローバ根粒菌
4S株が生産するNodファクターの構造を決定し,アグロバクテリウムが
Nodファクターの構造に変化をもたらしうるのか明らかにすることは重
要である｡
4. Beijerinckiaへの根粒菌の共生遺伝子の導入と発現
Beljerinckia sp. CR5株はタイの土壌から分離された単生窒素固定細菌
であり, vetivergrassというイネ科植物の根圏に生息し緩い共成系を確立
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しているといわれている. Beljerinckiaは, 16S rRNAの全塩基配列に基づ
いた系統解析で,アグロバクテリウムやクローバ根粒菌などと比較的近い
類縁関係にある｡ Bell)'en'nckia sp. CR5株は強い窒素固定活性を保持してい
るので,タロ-バ根粒菌由来の根粒形成遺伝子群のみを導入することにし
た｡クローバ根粒菌ANU843株の根粒形成遺伝子群(約14 kb)を連結し
た広宿主域プラスミドpRtO3210)を接合伝達によりBel)'erinckid sp. CR5
株に導入した｡得られた接合伝達株TC150株の培養液は, CR5株と同程度
の窒素固定活性を示し, pRtO32の存在は窒素固定活性を阻害しないことを
確認した｡ TC150株をクローバに接種したところ,根毛の変形が観察され
た｡感染糸の形成は観察できなかったが,菌接種後1ヶ月経過するころから
根粒様構造が形成された(図4)0 _走査型電子顕微鏡では維管束は根粒の中
図4　Bel)-en'nckia TC150株によりタローバの根に形成された根粒様構造｡ A,梶
粒様構造の全体像｡ : B,根粒様構造の横断面(SEM像)｡維管束は中心部
に存在する｡バーは100〝m｡: C,細胞内の様子(SEM像)｡タロ-バ細胞
内部には感染菌の存在は認められない｡デンプン粒と思われる頼粒が存在
する｡バーは10JJm｡
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心にあり,また,根粒細胞内には感染菌は観察されず, emptynoduleであ
ることが明らかとなった｡ Bel'j'erinckiasp.CR5株の接種では,クローバの
根には殆ど変化は観察されない｡根毛の変形やempty noduleの形成は,
Beljerinckia sp･ CR5株に導入した根粒形成遺伝子群が機能した結果であ
ると考えられる｡しかし, TC150株によって形成されたemptynoduleは,
窒素固定活性は検出できなかった｡接種試験は無窒素源,無炭素源の培地
でクローバを栽培して行い,しかも, TC150株裾根粒細胞内には侵入して
いないため植物からの炭素源の供給が少なく,大量のエネルギーを必要と
する窒素固定活性を発現するには至らなかった可能性がある｡ TC150株の
按種後,適当な時期に炭素源を添加するなどの工夫により窒素固定活性を
発現させることができるかどうか,また,固定された窒素がクローバに効
率良く供給されるかどうか確認する必要がある｡ TC150株の宿主植物域の
検討も重要である｡
種々の根粒菌の根粒形成遺伝子や16 S rRNA遺伝子の塩基配列の解析
の結果から,根粒形成遺伝子の水平伝播ということがいわれている｡根粒
菌は, ｢マメ科植物と共生窒素固定を行う｣という共通した能力をもってい
るものの,染色体上の遺伝子を指標とした場合にはかなり多様性に富んだ
菌群である｡従って,さまざまな土壌環境,特に通常の根粒菌が生育不可
能な厳しい土壌環境に適応して生息する細菌の中には,根粒菌の共生遺伝
子を導入すれば,植物との共生関係を確立できる菌株が存在することも考
えられる｡根粒菌の菌株改良の方法として,根粒菌に有用な遺伝子を導入
する方法が一般的である｡しかし,ひとつの形質に複数の遺伝子が関与し
ている場合もあり,応用的側面を考慮すると困難が予想される｡また,莱
験室内で開発された根粒菌株が,自然の土壌環境で能力を十分に発揮する
ためには,土壌のpHや金属イオン濃度,土着菌との競合など克服すべき問
題がある.アグロバクテリウムやBeljerinckia以外の細菌にも根粒菌の遺
伝子導入実験を試みていけば,根粒形成遺伝子や窒素固定遺伝子の安定し
た発現に必要な条件が明らかとなってくるであろう｡ある土壌環境に適応
した細菌群の中から根粒菌の遺伝子を維持･発現可能な菌株を探索し,そ
して,そのような菌株に根粒菌の共生遺伝子を導入することにより,その
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環境により適した新しい共生菌を作り出すということも可能ではないだろ
うか｡
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Streptomyces属放線菌のキチナ-ゼ
遺伝子の構造と発現制御
膏藤　明広1･2 ･藤井　　毅1
米山　忠克2 ･宮下　清貴1
キチンは, 〟-アセチルグルコサミンを単体とする直鎖状高分子化合物
であり,セルロースに次いで最も自然界に大量に存在するバイオマス資源
である｡また,キチンオリゴマ-は,植物に対してエリシター活性を有し
ており,その誘導体は根粒形成においてシグナル物質として作用するなど,
様々な生理活性を有することで注目を集めている.一方,キチンを加水分
解する酵素キチナ-ゼは,生体成分としてキチンを有する生物はもとより,
キチンを生体成分としてもたない生物にも広く存在し,それぞれの生物に
おいて多様な生理的機能を有していることが明らかになりつつある｡ここ
では,まず,キチナ-ゼの分布,機能,および分類について記し,次に,植
物の病原性糸状菌に対する防御,および,外性菌根形成における植物キチ
ナ-ゼの機能について簡単に紹介したい｡最後に,我々が展開している
Streptomyces属放線菌のキチナ-ゼ遺伝子の研究について概要を記すo
l･キテナーゼの分布,機能,および分類
キチナ-ゼ(EC3･211114)は,キチンを加水分解する酵素であり,辛
チンを生体の構成成分としてもつ甲殻類,昆虫,菌類はもとより,キチン
を生体成分として持たない晴乳動物,植物,細菌,ウイルスといった多く
の生物に広く存在する｡
生体の構成成分としてキチンを持つ甲殻類,昆虫,菌類などの生物では,
1農業環境技術研究所, 2筑波大大学院農学研究科応用生物科学系
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キチナ-ゼは,脱皮や菌糸の伸長など,生物の生育,生長に必須である｡一
方,キチンを生体成分に持たない生物のうち,植物では,キテナーゼが糸
状菌の生育を抑制するト3)こと,および,植物キテナーゼの多くがPRタン
パク質(Pathogenesis-Related Proteins)であることから,キチナ-ゼは
生体防御に関わっていると考えられているが,若干の議論の余地を残して
いる｡また,外性菌根の形成に植物キチナ-ゼが重要な役割を果たしてい
ることを示唆する論文も報告されている4'｡これらについての詳細は,次節
2で述べる｡晴乳動物においては,キチナ-ゼの生理的機能はほとんど不明
であるが,モルモットの血中のキチナ-ゼ活性が病原性糸状菌の感染に
ょって上昇することや,人のマクロファージでキチナ-ゼ遺伝子に高い相
同性を示すキトトリオシダーゼ遺伝子が発現すること5'から,晴乳動物に
おいても,キテナーゼは,生体防御に関与していると考えられている｡キ
チン分解能を有する細菌は,海洋,土壌を問わず,様々な環境に分布し,細
胞外(グラム陰性菌のペリプラズムを含む)にキテナーゼを分泌すること
によって,環境中に存在するキチンを加水分解し,炭素源あるいは窒素源
として資化する｡細菌キテナーゼは,自然界で大量に生産されるキチンの
分解過程を担い,生態系の炭素や窒素の循環において重要な役割を有して
いる｡
以上のように,キチナ-ゼは様々な生物に分布し,多様な役割をもって
いる｡それゆえ,キテナーゼに関する研究は盛んであり,これまでに,様々
な生物から多くのキチナ-ゼが精製され,クローニングされたキチナ-ゼ
遺伝子は既に100 (このうち,細菌および植物由来のものがそれぞれ30以
上を占める)を超える｡
Henrissatらは,キテナーゼを含む全ての糖質加水分解酵素をアミノ酸
配列の相同性に基づいて45のファミリーに分類し,その結果,全てのキナ
ナ-ゼが,ファミリー18と19の2つのファミリーに分類されることを示
した6･7,｡これら2つのファミリーに属するキチナ-ゼの間には,アミノ酸
配列の相同性はなく6,7',タンパク質としての立体構造が異なる8'｡また,辛
チンの加水分解における反応機構も異なり9･10',両ファミリーに属するキテ
ナーゼは進化的に起源が異なるものと考えられている｡ファミリー18キチ
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Fig･1キテナーゼの分類と生物界における分布38)｡晴乳動物,昆虫,甲殻類,植
物,菌類,細菌,ウイルスに存在するキチナ-ゼの全ては,糖加水分解酵
素の分類群のファミリー18と19のいずれかに分類される6･7)0
ナ-ゼ遺伝子がキテナーゼを有する生物全般に存在するのに対し,ファミ
リー19キチナ-ゼ遺伝子が,ただ1つの例外を除いて,高等植物に特異的
に存在することは,両ファミリーのキチナ-ゼ遺伝子の進化を考える上で
興味深い(Fig･1)｡ファミリー19キチナ-ゼ遺伝子を有する高等植物以外
の生物は, 1996年までは,我々が研究対象としているStreptombies属放線
菌のうちの1種, S･griseusのみであった11'｡細菌キテナーゼは, S.griseus
の生産するファミリー19キチナ-ゼ以外は,全てファミリー18に属し,そ
れらのキチナ-ゼは,触媒ドメインのアミノ酸配列の相同性から,さらに
3つのグループA, B,Cに分類される12).
2･病原性糸状菌の防御,および,外性菌根形成における植物キ
チナ-ゼの機能　一
植物は,キチンを生体成分としてもたないが,多くの種類のキテナーゼ
を生産する｡植物キテナーゼについては,病原性糸状菌に対する防御反応
に主眼が置かれ,エリシターによって生産が誘導されるキチナ-ゼを対象
とし,それらのPRタンパク質としての役割について主に研究が行われて
きた13･14)｡それらの研究により,誘導型キナナ-ゼの多くは, in i)itroで糸
状菌溶菌活性を有することト3',タバコの根においてキテナーゼを過剰発現
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させると,病原性糸状菌の防御に効果があること15,16)が示された｡また,コ
ムギやニンジンのキチナ-ゼは,病原性糸状菌の細胞壁を分解することで
ェリシター活性を有するキチンオリゴマ-を生産し,防御反応のシグナル
を強めていると推測されている17,18)｡これらの結果を背景にして,細菌や糸
状菌のキチナ-ゼを植物で発現させることで,病原性糸状菌に対する抵抗
性を強化する試みが数多くなされている19)0
一方,北半球のほとんどの森林植物には菌根菌が共生している4'が,菌根
菌は糸状菌であるという点においては病原性糸状菌と同じである｡しかも,
外性菌根菌(IIebelama crustulimforme)の分泌物中には,その宿主植物で
あるトウヒ(Piceaabies; spruce)に対して,エリシター活性を有する画
分が存在し,病原性糸状菌のそれらと同様に,植物の防御反応を引き起こ
す20)｡その一方で,上記の非共生状態の外性菌根菌の分泌物中のエリシター
活性は,トウヒの培養細胞の分泌物(キチナ-ゼ活性を有する)によって
低下すること20)や,宿主植物のキチナ-ゼ活性が高いときに最もよく菌根
が形成されること21)から,菌根菌の感染にキチナ-ゼが関与する可能性が
示唆されてきた｡
1997年にSalzerらによって,上述のトウヒの根の培養細胞より,構成的
に生産される2つの植物キチナ-ゼ(ファミリー19)が精製された4)｡これ
らのキテナーゼは,トウヒに感染する外生菌根菌(Hebelama crustulini-
forme, Amanita muscan'a,およびSuillus variegatus)の生産するエリシ
ター画分の活性を低下させた｡また,多くの植物キチナ-ゼがin uit710で
糸状菌潜菌活性を示し,それらの生育を抑制するのに対し,これらの2つ
のキナナ-ゼは,共生相手となる上記の3種の菌根菌の生育を抑制しな
かった｡これらのことから, Salzerらは,トウヒの根において構成的に生
産されるキチナ-ゼは,分泌後アポブラストに存在し,菌根菌によって生
産されるエリシター物質(この場合はおそらくキチンオリゴマ-)が,細
胞表層のエリシターレセプターに到達する前に分解されるというモデルを
提唱し,その結果,菌根菌が植物根に感染可能になると考えている｡しか
しながら,トウヒの培養細胞の分泌物は,病原性糸状菌の生産するエリシ
ター画分の活性も,菌根菌のそれらと同様に低下させるため20),このモデル
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が菌根菌の感染に特異的であるか否かについては,不明である｡ Salzerら
の提唱するモデルはこのような問題を残しているが,植物におけるキチ
ナ-ゼの新たな機能を示唆するものとして興味深いものである｡
3. Streptomyces属放線菌のキチナ-ゼ遺伝子の構造と発現
制御
代表的な土壌細菌であるStreptomyces属放線菌は,キチン分解能を有す
ることが1つの特徴であり,土壌中の主要なキチン分解細菌であると考え
られている｡土壌にキチン添加すると, Streptomyces属放線菌数が増加し,
糸状菌による植物病害が軽減されることから22･23), St71ePtomyces属放線菌
は土壌中で病原性糸状菌に対する抑制効果を持つと考えられている｡また,
Streptomyces属放線菌が糸状菌溶菌活性を有し24･25),その糸状菌潜菌活性
にキテナーゼが関わることが示されており,これらのことから, Strept0-
myces属放線菌のキナナ-ゼは,植物病原性糸状菌のバイオコントロール
への応用においても着目されている｡
酵素レベルの研究においては, BergerとReynolds26)により, S. griseus
の生産する2つのキチナ-ゼが精製され,それらの酵素学的性質が決定さ
れた｡これ以降も,複数のキチナ-ゼがStylePtomyces属放線菌より精製さ
れいる27-29)｡これらの酵素レベルでの研究から, Streptomyces属放線菌の
生産するキチナ-ゼは,多重酵素であり,酵素学的性質において多様であ
ることが示されている｡
1980年代後半になると,遺伝子レベルのでの研究が行われ,キナナ-ゼ
を生産する細菌からのキテナーゼ遺伝子のクローニングが開始された｡
我々は, Sreptomyces livid,ansより, 3つの異なるキテナーゼ遺伝子をク
ローニングした30-32)｡これらの遺伝子の解析により,これらの産物がドメ
イン構造を有すること,また,それらのうちの1つはファミリー18のグ
ループAに属し,残りの2つは,グループBに属することが明らかになっ
た.一方, Ohnoらは,植物以外で初めて, S.griseusより,ファミリー19
キチナ-ゼ遺伝子をクローニングした11)｡その他の研究グループによって,
他の3種のSt71ePtomyces属放線菌よりファミリー18キチナ-ゼ遺伝子が
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1つずつクローニングされている33-35)｡これらの遺伝子にコードされるキ
チナ-ゼのドメイン構造をFig.2に示した｡
近年, Redenbachらによって, Stゆtomyces属放線菌の中で分子生物学的
解析が最も進んでいるS. Coelicolorに関し,染色体整列コスミドライブラ
リーが作成され36),遺伝子のマッピングやクローニングを容易に行うこと
が可能となった｡そこでS. Coelicolorの染色体整列コスミドライプラ1)-
から,ハイプリグイゼ-ションによってキチテーゼ遺伝子をクローニング
し,塩基配列の決定,および大腸菌での発現解析を行った｡その結果,ゲ
ノムプロジェクトによって存在が示された1つのキチナ-ゼ遺伝子を加え
ると, S. Coelicolorは, 7つの異なるキチナ-ゼ遺伝子(chiA, chiB, chic,
chiD, chiE, chiF:chic)を有することが明らかとなった37)｡これら7つの
遺伝子がコードするキチナ-ゼのうち,糖加水分解酵素の分類における
ファミリー18に属するものは5つ(ChiA,ChiB,Chic,ChiD,ChiE),ファ
ミリー1gに属するものは2つ(ChiF,Chic)である｡高等植物以外の生物
で,両ファミリーに属するキチナ-ゼ遺伝子を有することが示されたのは
これが初めてである｡これらの遺伝子は,クラスターは形成していないも
のの,各ファミリーごとに,ある程度局在して,染色体上に位置する(Fig.
l
GrotJP A
brrllly 18
Chic (S. Ii舶ns)31)
Chi63 (S. pIJ'catus )33)
Ch i40
( S. 07em70W'0/aceus)叫
EE:Ai iS: fLt霊欝;
ChiOl (S. o/i帽CeOtdn'dis )35)
FAmHy 19　　　日日日=日日順室室室室室　　　　　　chiC (S･ gn'seus)..'
Fig.2. 1996年までに5種のSiγゆiomyces属放線菌よりクローニングされた7
つのキチナーゼ遺伝子のコードするタンパタ質のドメイン構造38㌧　白い
部分,縞の部分,矢印の部分,および点の部分は,それぞれシグナル配列,
基質結合ドメイン,フイプロネタチンタイプⅠⅠⅠ様ドメイン,および触媒
ドメインを示す｡
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Fig 3. StylePtomyces coelicolor A3(2)のキテナーゼ遺伝子の染色体上における
位置37)o最も内側の円と中間の円には,それぞれ, DraIとAseIの切断認
識部位を示し,各キナナーゼ遺伝子の位置を外側に示したoファーミリー19
キナナ-ゼ遺伝子は,下線をつけて示した｡
3)｡また,これら7つの遺伝子のコードするキテナーゼは,多様なドメイ
ン構造をとっている(Fig.4)｡他のキチン分解細菌の場合は,クローニン
グされているキテナーゼ遺伝子の数は多くとも3つであること,また,そ
れらの全てはファミリー18キテナーゼ遺伝子であることを考えると, S.
Coelicolorは極めて多様なキチナ-ゼ遺伝子を有していることがわかる｡
さらに, S.Coelicolorの有する7つのキチナ-ゼ遺伝子について,他の
Streptomyces属放線菌における分布をサザンハイプリグイゼ-ションに
よって調べたところ,それらのキチナ-ゼ遺伝子のほとんどのホモログが
Streptomyces属放線菌に広く分布することが示唆された3㌔このことから,
S. Coelicolorに限らず, Streptomyces属放線菌は,多様なキチナ-ゼ遺伝子
を有すること示唆された｡
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Fig. 4. Str4)iomyces coelicolor A3(2)のキチナ-ゼ遺伝子産物のドメイン構
造37)o　キチナーゼの分類(ファミリー18のグループA,ファミリー18の
グループB,ファミリー19)ごとに示した｡白い部分,縞の部分,矢印の
部分,および点の部分は,それぞれシグナル配列,基質結合ドメイン,フイ
ブロネタチンタイプⅠⅠⅠ様ドメイン,および触媒ドメインを示す｡各ドメ
イン間のアミノ酸配列の相同性(一致%)をともに示した｡
S. Coelicolorの有するこれらの7つのキチナ-ゼ遺伝子について,ノー
ザンハイプリグイゼ-ションによる転写レベルでの発現の解析を行った結
莱, 7つのキチナ-ゼ遺伝子のうち, 5つ(chl'A, chiB, chic, chiD, chiF)
は,コロイド状キチンの存在下で転写が誘導された38)｡この結果から,これ
らの5つのキチナ-ゼ遺伝子が,キチン分解において主要な役割を果たし
ていることが推測される｡キチン分解におけるこれら5つの遺伝子のコー
ドするキチナ-ゼのそれぞれの役割については,今後の課題である｡
Stγ砂tomyces属放線菌のキチナ-ゼ生産は,キチンの存在下で誘導さ
れ39),グルコースの共存下で抑制される40)｡これらのキチナ-ゼの生産制御
は,転写レベルで行われている30･31･33)0
これまでにStrptomyces属放線菌よりクローニングされたキチナ-ゼ遺
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伝子のほとんどのプロモーター領域には,-35を挟む形で,12bpよりなる
共通の繰り返し様配列が存在する32･37)｡これらの配列は,点変異を導入する
と,転写が構成的になったり,誘導レベルが低くなるなどのキチナ-ゼ遺
伝子の発現制御に変化がおこることから31･41･42),発現制御において重要で
あることが示されている｡また,この繰り返し様配列を認識するタンパク
質の存在が示唆されており41),これらの配列は転写制御タンパク質の認識
結合サイトであると考えられる｡
一方,キチナ-ゼ遺伝子の転写は,基質であるキチンの存在下で誘導さ
れるが,水に不溶性のキチンが直接的に誘導物質として機能しているかど
うかについては不明であった｡我々は, S.liudansのキテナーゼ遺伝子
chiA31)のプロモーターからの転写活性を,レポーター遺伝子としてカテ
コールー2,3-ジオキシゲナ-ゼ遺伝子を用いて測定し,キテナーゼ遺伝子の
発現誘導物質を同定した43)｡誘導物質として,キチンオリゴマ-(2,3,あ
るいは4糖)を用いた解析の結果, 2糖(キトビオース)の場合には,添加
後2時間で有為な転写活性が誘導されるが, 3糖や4糖の場合には,転写の
誘導時期がキトビオースに比べ,添加後6時間と遅れた｡また,これらの
誘導物質とともに,ファミリー18キテナーゼの阻害剤であるアロサミジン
を加えると,キトビオースの場合には,アロサミジンの有無に関係なく
chiAの転写誘導がおこるのに対し, 3糖や4糖の場合には,アロサミジン
存在下では,非存在下の場合に比べて,明らかな転写誘導時期の遅れが認
められた｡これらの結果から,少なくとも, S. liudansのchiAに関しては,
直接的な誘導物質は,キトビオースであることが示された｡さらに, S.
Coelicolorの有する7つのキチナ-ゼ遺伝子のうち,コロイダルキチンの
存在下で同時期に転写が誘導された5つの遺伝子は,キトビオースによっ
ても転写が誘導されたことから38),これらの遺伝子の直接的な転写誘導物
質はキトビオースであることが考えられる｡
以上のように, Streptomyces属放線菌のキチナ-ゼ遺伝子の発現制御に
は,プロモーター領域に存在する共通の繰り返し様配列が重要であること
が示され,また,キチナ-ゼ遺伝子の直接的な誘導物質はキトビオースで
あることが判明した｡しかし,キトビオースの認識からキチナ-ゼ遺伝子
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の発現誘導に至るシグナル伝達の経路や,グルコース抑制のメカニズムに
ついては,全く不明である｡これらの遺伝子発現制御機構を解明すること
を目的とし,紫外線照射によって, S. liuidansのキチナ-ゼ生産変異株の
取得を行った.その結果,キテナーゼ生産のグルコース抑制が完全に解除
された変異株GO15を取得した｡ GO15株は,キチナ-ゼ遺伝子の転写のレ
ベルでグルコース抑制が解除されていた｡また,親株と異なり,グルコー
ス資化能が欠損,グルコースのアナログである一2-デオキシグルコースに耐
性であることから,グルコースキナ-ゼ遺伝子(glkA)の変異株であるこ
とが推定された｡そこで, GO15株に低コピー数のプラスミドベクターを用
いて, S. CoelicolorのglkAを導入したところ, glkAによって,グルコース
資化性, 2-デオキシグルコース感受性,およびグルコースキナ-ゼ活性が
相補されるとともに,GO15株におけるキチナ-ゼ生産のグルコース抑制が
相補された(Fig.5)｡これらのことから, S. liuidansのキチナ-ゼ遺伝子
発現にお竹るグルコース抑制には, glkAが関与することが示された44)o
以上のように, St7ptomyces属放線菌は多様なキチナ-ゼ遺伝子を有す
ること,それらの遺伝子の発現制御には,プロモーター領域に存在する繰
り返し様配列とglkA遺伝子が関与すること,また,キチナ-ゼ遺伝子の発
現の直接の誘導物質はキトビオースであることを明らかにしてきた｡今後
m o･2　　1　=　ぴ(uT邑空JtTtm)bt^ELXa6mqTLIU
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Fig. 5. Sh14)tomyces liuidansのキチンとグルコースの存在下でのキナナ-ゼ生
産44)0 A,親株TK24に低コピー数のプラスミドベクターpXE4を導入し
た株; B,変異株GO15にpXE4を導入した株; C,GO15にpXE4を用い
てglkA遺伝子を導入した株. △,基礎培地のみ(キチンもグルコースも
含まない) ; (~〕,基礎培地にコロイド状キチンを添加; ●,基礎培地にコロ
イド状キチンとともにグルコースを添加｡
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は,キチン分解において多様なキチナ-ゼを生産することの意義,ならび
に,キテナーゼ遺伝子の発現制御機構の全貌を明らかにしていきたいと考
えている｡これらは, StylePtomyces属放線菌という代表的な土壌細菌の生
存戦略を分子レベルで理解するうえで一つのモデルになると考えられる｡
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熱帯Bradyrhizobium属根粒菌の
遺伝的多様性
横山　　正1)3)･安藤象太郎2)･友岡　憲彦1)
Duncan A.Vaughanl) ･土屋　健一1)
はじめに
Bradyrhizobium属根粒菌はB. japonicumやB. elkaniiを除き,種や
biovarは記載されていない｡ Jordan (1984)はBradyrhizobium属根粒菌
は非常に多様性に富んだnodulatingbacteriaであり,末だ,属内の分類体
系が十分に解明されておらず, Bradyrhizobium属根粒菌に関する分類情
報が蓄積すれば,多数の種やbiovarが記載されるであろうと指摘した｡
B71adyrhizobium属根粒菌の宿主植物としてはGlycine属, ･Vl'gna属,
Macroptilium属, Lotus属, Acacia属等が記載されている(Jordan 1984)o
近年, Aeschynomene (So et al. 1994), Acacia albida (Dupuy et al. 1994),
Lupinus (Bottomley et al. 1994), Centy10Sema and Desmodium (Gao et
al. 1994 ; Graham et al. 1995)等から分離された根粒菌の研究は, B71adyr-
hizobium属根粒菌にB. jaPonicumやB. elkanii以外の種が存在すること
を示唆している｡
私共は,熱帯地域に新し/(導入されつつあるダイズに根粒を形成する熱
帯固有なダイズ根粒菌(Byladyrhi20bium属根粒菌)の遺伝的特質を明らか
にすること及び,熱帯Bradyrhizobium属根粒菌とマメ科植物の共生機構
を解明することを目的に研究を行ってきた｡本論文においては,まず,私
共が温帯と熱帯のダイズ根粒菌で兄いだしてきた遺伝的な特性の違いを述
I)農業生物資源研究所, 2)国際農林水産業研究センター
3)東京農二⊥大学
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べ,次に,タイのダイズ根粒菌とタイ国各地の物na属植物から採取した
Bradyrhizobium属根粒菌間の遺伝的多様性及び系統関係を検討する｡
材料及び方法
1)タイ国でのダイズ根粒菌の採取: 1998年にタイ国11ヶ所のダイズ
煙から根粒と土壌の採取を行い,さらに,根粒菌センターでそれら採取し
た根粒よりダイズ根粒菌を分離し,日本へ持ち帰った｡
2)タイに自生する1像na属アズキ亜属野生植物(The subgen｡s Ce,-
atotroPis in the genus l庵na)からの根粒菌の収集:タイにはアズキや
リョタトゥに近縁なササゲ属アズキ亜属に属する野生種が分布しており,
これらの野生種に着生している根粒菌の遺伝的特性を解明する材料を得る
ため, JIRCASタイ事務所,スラナリ工科大学およびチャイナ-ト畑作研
究センターの協力を得てタイ北部で,アズキ亜属野生種の根粒を収集した｡
また,対照として,野生種の採取地点の近傍の畑よりV. yadiataの根粒を
採取した｡
図1に示した58の収集地点で,アズキ亜属野生種ではVl'gna
grandljlwa 2点, V. hirtellaを含むと思われる未同定種( Vl'gna sp.) 18点,
V･ minima 3点, V. mungo var. siluestris l点, V. trinervia 3点, V.
umbellata (野生種) 35点から根粒と完熟種子が得られた場合は種子をあわ
せて収集した｡この他比較のために,近縁の栽培種であるリョクトウ(V.
71adiata)2点,ケツルアズキ(V. mungo)4点,ツルアズキ(V. umbellata)
6点,ジュウロクササゲ(V. unguiculatacv-gr. Sesquli,edalis) 2点,ササ
ゲ(V. unguiculata cv-gr. Unguiculata) 2点,インゲンマメ(Phaseolus
uulgaris) 1点から根粒と可能な場合は種子を収集した｡今回実験に用いた
根粒菌はVlgna属野生種6種(V. hirtella, V. minima, V. mungo, V.
gylandljlwa, V. umbellata, V. trineruia)及び栽培種2種( V. umbellata, V.
radiata)の根粒より分離したものである｡
3)根粒菌のRFLP解析:根粒菌の接種歴が無いタイのダイズ畑の土
壌より分離した63株(TARC), l′複na属野生種より分離した55株
(TW),日本各地の土壌より分離した46株(NIAES),米国農務省で保存
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している各血清型のタイプストレイン15株(USDA)の計178株から
DNAを抽出し,制限酵素で消化後,ナイロンメンブレンに転写し,良
jaPonicum USDA llO株のコモンnodDYABC gene領域(Nieuwkoop et
α7.1987)をプローブに用いハイプリグイゼ-ションを行った｡根粒形成遺
伝子はコモンnod遺伝子や宿主特異性に関わるhsn遺伝子群等多数存在
する｡コモンnod遺伝子領域は根粒菌が産生する共生開始シグナルの骨格
を合成する酵素群をコードしており,根粒形成の非常に重要な機能を担っ
ている｡かつ∴根粒菌間でよく保存されている領域であり, RFLP解析の
プローブには最適と考えた｡
4) 16S-rRNA遺伝子の塩基配列の決定: (部分塩基配列) :根粒菌か
ら抽出したDNAを鋳型とし, Youngら(YounggJd.1991)が用いた方
法でPCRを行い, 16S-rRNA遺伝子断片を増幅した｡増幅した断片は, T-
vectorにライゲ-ションし,大腸菌に導入後,プラスミドDNAを分離し,
ABI373シーケンサーにて塩基配列を決定した｡
(全塩基配列) : 16S-rRNA遺伝子の10-25番目及び1525-1541に対
応するプライマーを作成し,根粒菌から抽出したDNAを鋳型とし, 16S-
rRNA遺伝子断片を増幅した｡増幅した断片は, Ochiaiら(Ochiai et al･
1999)が設計したプライマーを用いABI373シーケンサーにて塩基配列を
決定した｡
結　　　果
1)タイのダイズ根粒菌の遺伝的特性
根粒菌の接種歴が無いタイのダイズ畑の土壌より分離した63株
(TARC),日本各地の土壌より分離した46株(NIAES),米国農務省で保
存している各血清型のタイプストレイン15株(USDA)の計123株を実験
に供し, B.japonicum USDA llO株のコモンnodDABC gene領域をプ
ローブに用いハイブリダイゼ-ションを行った. 123株は出現したバンド
サイズの違いにより, 26のRFLPグループに分類された(表1)o BamHI
の場合い, 13番までがB.japonicum, 14と15番がB. elkanii, 16番から
26番までがタイ株となったoまた, B.jaPonicum, B. elkanii,及びタイ株
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間では,優占的に出現するRFLPパターンが存在することが分かった｡こ
れらのデータのクラスター解析を行い系統樹を作成した(図2 Yokoyama
et al. 1996).
コモンnod geneの違いに基づき,実験に用いた123株は4つのクラス
ターに区別された｡系統1は, 1株のタイ株を除いて,全て, B.japonicum
で占められた｡系統2にはUSDA株や日本のNIAES株でB. elkaniiに分
類されるものが集まった｡また,この系統には24株のタイ株が含まれたが,
これらの株は'UsDA 31株の抗血清と強く反応することからserogroup31
に属する菌群と考えられ, B. elkaniiであると推定された(Yokoyama et
al.1999).これらのことより,系統2は, B_elkaniiで占められていること
塩基置換度(%)　RFLP型　菌株の番号
125　　　　1り0　　　　　7.1　　　　.it)　　　　　2.1　　　　　1I
I PIS.T}) ,L畠. J32,2iil.2,511品',2,9:31品",To.E.S,'2'.3,9･
2 NlAES3124.3L79,3187
1 NIAES3J5).3155
5　NIAES3L90
USDAl 10. NIAES3134. 3L40. 3[43. 3145, 3L47,
6 3154,3J55.3159,3160.3161.3162.3164.3165.
3169. 3(70. 3192
4 NlAES3173
8　NIAES3150
9 NIAES319J
7　NIAES3143
I L USDA123.NIAES3185
IO TARC80
I2 NIAES3L31.3I75
l.1 NIAES3132
USDA3). 39. 40. 46. 713, 76. NIAES3126, 3136,
I 4千路昔;.niH帯ヲ三㌢謂描?31,A,Tf8.
81. 102. LO5. 130. 132. 136. J41. 149, 152. 154
]5 USDA94
L6昔72403･46･5ユ156･帆61･64194･95･ l'2･ lt7･
19 TARC30,84.89. L33. 140. 166, 124. 126
20 TARCJ56
22 TARC57. 86, 88. 101
26 TARC103. IO4. LOT. 108, 110
17 TARC38
I8 TARC28
23 TARC42
24 TARCI42
25 TARCH3
21 TARC79
図2　26種のRFLPタイプに属する123株のダイズ根粒菌の遺伝的類縁関係
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が分かった｡系統3及び4はタイ株のみで占められた｡また,各クラスター
間に共通したバンドが全く出現しなかったため,互いの類似度は計算上は
0%となり,各系統間に極めて大きな遺伝的なギャップが存在することが
推定された｡
2) 16S-rRNA遺伝子の部分塩基配列の決定に基づくタイのダイズ根
粒菌の系統
図2の系統樹により,クラスター1には, B.japonicumが,クラスター
2にはB,elkaniiが,また,クラスター3,4にはタイ株がそれぞれ区分され
た｡これらの結果より,タイで分離したダイズ根粒菌はB.jaPonicumやB.
elkaniiとは異なるダイズ根粒菌の一群であることが推定された｡そこで,
次に,タイ株と他の2種の系統関係を類推するため,それぞれの株の16S-
rRNAの部分塩基配列を決定し,比較した｡根粒菌の16S rRNA遺伝子の
部分塩基配列(約1500塩基ある16S rRNA遺伝子の前の方264塩基)の
比較は, Youngら(Young et al. 1991)が最初に用い,現在ではRhizobium
属根粒菌でも, Byladyrhizobium属根粒菌でも,多くの根粒菌でこの領域の
塩基配列が決定されており,そのため,この領域の塩基配列を決定すれば,
既存のデータ-と照らし合わせることが可能である｡PCRによblて増幅し
たタイの7株(TARC　64,84,124,156,86,38,113)及びUSDAの11株
(USDA 62, 125, 129, 139, 122, 115, 6, 31,なお, B. japonicumのUSDA 110,
123及びB. elkaniiのUSDA 76, 94の塩基配列は既に報告されていた｡)の
264塩基を比較したところ,タイのダイズ根粒菌7株の塩基配列はすべて
一致した0 -万, B.jaPonicumのUSDA株の内, USDA 110,62, 125, 138,
122,123はタイ株とは5塩基異なる塩基配列を持っていた0 -万,残りの
USDA　6,115,129はタイ殊と同じ塩基配列であった｡また, B.elkanii
USDA 31,76,94は同一の基配列を持っており,タイ株とは6塩基異なっ
ていた(Ando et al. 1999)0 B.japonicumとB. elkaniiは, 16SrRNA遺
伝子の部分配列264塩基中, 11塩基が異なっていたが,タイの根粒菌はB.
jaPonicum USDA llO株から5塩基, B. elkanil'UsDA 94から6塩基異
なり, B.jaPonicumとB. elkanil'の中間に位置する配列を持っていた｡
これらの結果と,デタ-ベースから検索したBradyrhizobiumのシーク
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エンスに基づき,系統樹(図3)を作成した｡その結果, B.elkaniiはLの
位置に,また, B.japonicumはG及びFに位置した.一方,全てのタイ株
はAに位置した｡このAには, USDA6,115,129も属した｡この3株に関
しては, nod, mf (Ando et al. 1999)のRFLP解析の結果と16S-rRNA
の解析結果が一致しなかった｡しかしながら, 16S-rRNAの系統関係では,
ダイズ根粒菌は少なくともG･F･A･しの4つの系統が存在することが推
定された｡また, F･Gグループ(B.japonicum)とUSDA6,115,129を
除いたAグループ(タイ株)及びLグループ(B.elkanii)は, nod, mf
(Ando et al. 1999), 16S-rRNAの3項目とも異なっており,ダイズ菌は
少なくとも3系統が存在していることが推定された｡
3)タイの像乃α属野生種に根粒を形成した根粒菌の遺伝的特性
タイで栽培されているダイズより分離した根粒菌と温帯の根粒菌の根粒
形成遺伝子と窒素固定遺伝子のRFLP解析を行った結果,少なくとも根粒
形成遺伝子の違いにより, 4系統のダイズ根粒菌が生息することが推定さ
れた｡また,各系統間の16S-rRNAの部分塩基配列の比較により,タイの
熱帯固有菌は, B. jaPonicum種とB. elkanii種の中間に位置する新系統の
菌群であることが分かった｡ダイズはGlycine属に属するが原産地は日本
J Lotus
G GIvclnemar
F
DesmodTum LnIOr/um. GIvctne max, ArachL∫ hypogaea,
Centrosema sp , Crola/arJaPaulIna, Vlgna unguLCuLale
MacrooJloma aPJCanum,
C A escJZynOmene delLCZJlole
E Aeschynomene afraspera, Aeschynomene nL/0lLCa
A Glvc･ne max, Arachts /lWOgaea
D Crola/arLaJunCea
A carla manglum. En/erolobl um e//LPltcum. Lonchocarpus coalalus
H Acac'q qlbtda
図3　B71adyrhizobium属根粒菌の系統関係(A～Lの文字は便宜上付けたt)ので
ある｡各アルファベットごとに記載されている植物学名は,根粒菌の分類源
を示している｡)
熱帯By.adyrhlLzobium属根粒菌の遺伝的多様性　97
を含む東北アジアであり,東南アジアにはGlycine属の野生植物は分布し
ておらず(パプアニューギニア･南太平洋諸島･オーストラリアに多年性
のGlycine属野生種が分布している｡ Duncan A. Vaughan博士からの私
伝), 1像na属マメ科植物は多数分布している(Tateishi 1985; Tomooka
et al. 1991)0 BradyrhizobiumはVlgna属植物に根粒を形成するので
(Jordan 1984),タイのダイズ菌は熱帯のVl-gna属にオリジナルホストの
起源を持つ可能性がある｡そこで,これらタイ固有種の起源をさぐるため,
タイに分布しているVlgna属アズキ亜属に属するマメ科野生種より根粒
を採取し,それら分離菌の根粒形成遺伝子の構造を比較した｡
コモンnodDYABC領域をプローブに用いた場合,試験した55株は各
制限酵素処理により出現したフラグメントサイズパターンの違いにより,
38グループに分けられた｡ついで, Upholtの方法(Upholt1977)により,
55株総当たりのコモンnodDYABCサイト当たりの塩基置換o/.の推定表
を作り,クラスター分析を行い,系統樹を作成した(図4)0 55株は大きく
分けて3つのクラスター,つまりクラスター1からクラスター3に分類され
た｡栽培種のV. umbellataと野生種のV. tn'nervia, V. grandljlwa, V.
umbellataに根粒を形成する根粒菌がクラスター1を形成した.･また,栽培
種のV. radiataと野生種のV. minimaに根粒を形成する根粒菌でクラス
ター2が形成され,野生種のV. hiriellaとV. mungoに根粒を形成する根
粒菌がクラスター3を形成した｡また,各クラスター内のサブクラスターを
形成する菌群は大部分同一ホストの菌で構成されており,各野生種ごとに
固有の根粒形成遺伝子をもつ根粒菌が共生系を形成していることが示唆さ
れた｡
4)タイでVl'gna属野生種に根粒を形成する根粒菌とダイズに根粒を
形成する菌の遺伝的な比較
タイのダイズ根粒菌の優占種であるタイ固有ダイズ菌の起源をさぐるた
め,タイに分布している1′なna属アズキ亜属に属するマメ科野生種の根粒
より分離した根粒菌55株とダイズに根粒を形成する根粒菌16株を,コモ
ンnodDYABC領域をプローブに用いたRFLP解析により比較した.
試験した71株は各制限酵素処理により出現したフラグメントサイズパ
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TW I 5 L(V umbcHata, cultLYated)
TW I 56(V umbcllata, cultlVated)
TW L 57(V umbeHata, cultJVated)
TW45(V trlnCrVla.Wlld)
TW46(V tnnervla,Wlld)
TW48(V trlnerYla, WILd)
TW49(V trJnerVEa, Wild)
TW8 I (V umbcllata. wild)
TW I (V graTldiflora, wHd)
TW2(V grandLfloTa. WiJd)
TW1 0(V gTandlfloTa, Wlld)
TW5(V gTandiflora, Wlld)
TW2(V gTandlflora, wIJd)
TW12L(V tTlnema, wild)
TW122(V lrlnerVla, WIJd)
TW ] 23(V trLnerVla. WJld)
TW L24(V tnnervia, wLLd)
TWJ 54(V umbella(a, cultlVated)
TW Ilo(V lrlTlerVla, Wild)
TW133(V mlnlma. WIld)
TWl36(V mlnima, wlld)
TWl49(V mlmma, Wild)
TWl46(V mlnlma, W日d)
TW148(V mlnlma, Wi一d)
TW40(V radlala, cultlYa(ed)
TW44(V radLata, Wild)
TW4】 (V radiata, CUJ(JYa(ed)
TW42(V radlata. Cultivatcd)
TW55(V hlrteHa. wlld)
TW60(V hlrtella, wild)
TW6 1 (V htrtella. wlld)
TW63(V hlrte‖a. wlld)
TW19(V mungo. wlld)
TW20(V mungo, wlld)
TW21(V mungo. wLLd)
TW27(V mungo, wlld)
TW24(V mungo. wlld)
TW 1 53(V umbellaLa. cultivated)
Genetic distance
図4 I/複na属近縁野生種に着生した根粒より分離された根粒菌の遺伝的類縁関
係
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TW42(V Tadlata. CUltlvaE亡d)
TW4 【(V radla札cultlvatcd)
TARC42(G max. CultlVated)
TARC84(G rTLaX ClllLIVated)
TARC38(G TTtaX, CuTtlVated)
USDAl 22(G ma:1, CUILly水ed)
USD^ I 1 0(G ma:i. cultlvated)
USDA I 23(G max. cultLValed)
TARC74(C max. culElVa【ed)
TARC l 1 3(G rTlaX. Cult1Yated)
Genetic distance
図5　Vigna属とGlycine属マメ科植物より分離された根粒菌の遺伝的類縁関係
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ターンの違いにより, 54グループに分けられた(表1).ついで, Upholtの
方法(Upholt 1977)により, 71株総当たりのコモンnodDYABCサイト
当たりの塩基置換%の推定表を作り,クラスター分析を行い,系統樹を作
成した(図5)0
71株は大きく分けて2つのクラスターに分類された｡栽培種のV.
radiata及び全てのB.jaPonicumと試験に用いた11株のタイのダイズ固
有種中5株がクラスター1を形成したoまた,残りの株でクラスター2が形
成された｡クラスター2はVlgna属野生種から分離された全根粒菌及び全
てのB.elkanii種及び6株のタイのダイズ固有種で構成された｡クラス
ター1とクラスター2の間には非常に大きな遺伝的なギャップの存在が示
された｡
熱帯の優占種のひとつであるB. elkanii種や一部のタイ固有ダイズ菌は
今回分析したVlgna菌と遺伝的に類縁関係を示すことが明らかになり,タ
イのダイ-ズに着生する根粒菌の一部は,これらVigna属野生種に起源を持
つことが分かった.また,クラスター1を構成するマングピーンやダイズか
ら分離された菌群と温帯種のB. jaPonicum種は, Vlgna属野生種に根粒
を形成する菌群とは極めて大きな遺伝的ギャップを保持していることが分
かった｡
今回はデータを記載していないが,各菌株間の系統関係を推定するため,
16S-rRNA遺伝子の全塩基配列を解析し,系統樹を作成した｡その結果,各
vigna属植物に根粒を形成する菌はクラスター内に,それぞれ独自の位置
を占めており, B.japonicumやB. elkaniiとは異なる系統の菌群であるこ
とが分かった.また,タイの栽培ダイズ及びマングピーンの根粒菌の系統
とも異なっており,幾つかの種に分けられる可能性が示された｡
考　　　察
熱帯で栽培されているダイズやマングピーンに根粒を形成し,分類学的
位置づけが不明であった根粒菌は,熱帯固有種であり,温帯の菌とは根粒
形成遺伝子や窒素固定遺伝子等の構造や遺伝的特性が大きく異なっている
ことが明らかになった｡また,各系統間の16S-rRNAの部分塩基配列の比
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較により,タイの熱帯固有菌は, B.japonicum種とB. elkanii種の中間に
位置する新系統の菌群であることが分かった｡この結果は,これまで,温
帯の菌を対象に研究してきた共生機構の研究や根粒菌の農業上の使用法の
研究の成果が,熱帯菌と熱帯マメ科作物の共生機構の改善に直接適応でき
ない場合が存在することを意味し,熱帯地域の根粒菌と熱帯マメ科作物の
共生の改善には熱帯根粒菌を用いた独自の研究が必要であることが示唆さ
れた｡
近縁野生種の根粒より分離した根粒菌のRFLPと栽培ダイズ及びマン
グピーンの根粒より分離した根粒菌のRFLPを比較する時点で,大部分の
菌株は栽培種と野生種の両方に根粒を着生し,その結果,出現するRFLP
パターンは類似しているのではないかと予想していた｡一部の菌株は,予
想どうり,栽培種と野生種の両方に根粒を形成していた｡しかし,その他
の菌株のRFLPパターンは,栽培種と野生種間でかなり異なっており,共
通のバンドも少なく,栽培種で分類した系統とは異なる,幾つかの系統に
分けられる可能性が出現した｡現在までに,熱帯のダイズやマングピーン
の栽培種に根粒を形成するBradyrhizobiumu属根粒菌の系統の一端は解
明できたが,近縁野生種等まで宿主域を広げた場合,根粒形成:遺伝子や窒
素固定遺伝子及びその他の有用遺伝子の遺伝的多様性は全く未知数である
ことが分かってきた｡熱帯の栽培植物に根粒を形成する熱帯根粒菌の分類
体系は野生種に根粒を形成する巨大な熱帯根粒菌群の一部分に過ぎないこ
とも予想され,栽培種と近縁野生種に着生する根粒菌の詳細な分子生物学
的比較研究は,熱帯根粒菌の真の分類体系の確立のみならず,根粒菌と宿
主植物の共進化の観点からも必要である｡今後, l蒐na属マメ科作物の近
縁野生種(V.grandlPwar V. umbellata, V. mungo, V. minima, V.
trineruia, V. hirtella)より採取した根粒菌のRFLP解析･ 16S-rRNA及
びgyrBのシークエンス解析等により各分離菌株間の系統関係を明らかに
するつもりである｡
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土着ダイズ根粒菌の多様性と
遺伝子再編成
伊沢　　剛･鮫島　玲子･南沢　　究
土壌中には,マメ科植物の根に根粒を形成し,共生窒素固定を行う根粒
菌と呼ばれる土壌細菌が生息している｡窒素は植物体において,蛋白貰,核
醍,クロロフィル等の構成成分として必須な元素の一つとして知られてい
るが,植物は空気中の無機態窒素を直接吸収し利用することは出来ない｡根
粒菌は,無機態窒素を植物が利用可能な有機態窒素へ固定する能力を持ち,
農業生産上に重要な役割を果たしている｡しかし,現代の農業に於いてこ
れら窒素肥料の多くは,化学合成肥料として施用されている｡化学合成肥
料の製造が,また,余分に施用された肥料からの硝酸塩の河川への流入等
が環境問題を引き起こしている｡
そこでマメ科作物を栽培する際に特に能力の高い根粒菌を人工接種する
ことが行われているが,もともと畑に生息している土着根粒菌が多く感染
してしまうことが知られている｡土着菌の競合力が強い原因を明らかにす
る一環として,我々は,畑のダイズ根粒菌の多様性をDNAを使った指紋法
で調べた｡その多様な菌株の中で,挿入配列(insertion Sequence, IS)を
非常に多コピー保有するダイズ根粒菌が単離され, HRS株と名づけた｡
HRS株はDNA再編成を起こした結果生成したと考えられ,本研究では再
編成の様式と要因を解明する事,また,ある圃場に於いてHRS株が高頻度
に存在することから, HRS株の生態的意義を解明することを目的として
研究を行っている｡
1.土着ダイズ根粒菌の多様性
なぜ土着菌の競合力が強いのか明らかにするために,圃場より単離され
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たダイズ根粒菌の遺伝的多様性をDNAを使ったフィンガープリント解析
で調査した｡日本各地6圃場,北海道十勝圃場,新潟県長倉圃場,中沢圃
場,茨城県阿見圃場,広島県福山圃場,そして沖縄県石垣圃場より単離さ
れたダイズ根粒菌(Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii) 213株に対し,
ダイズ根粒菌DNA中に反復して存在し,挿入配列(IS)と構造的に類似し
ている配列RSαとRSβl)をプローブとしたフィンガープリントの解析を
行った.その結果,ハイブリダイゼ-ションパターンの違いから土着ダイ
ズ根粒菌は非常に多様であること,多様ではあるが圃場ごとにまとまった
クラスターをなすこと,また,単離された圃場により多様性の度合いが異
なることが観察された｡検出されたRSαとRSPハイプリグイゼ-ション
バンドの優占度と多様性について検討したところ,ダイズ作付け歴のない
圃場では優占度が高く,多様性は低いこと,逆に作付け歴のある圃場では
優占度が低く多様性は高いという結果が示された｡従って土着ダイズ根粒
菌の多様性とダイズ作付け歴とには関係があることが示唆された2-5'｡
2. HRS株生成の作業仮説
単離された多様な菌株中で,新潟と十勝圃場からハイプリダイゼ-ショ
ンバンドを数えることが不可能なほど極めて多くのRSα･とRSβを持つ
株が計21株単離された｡これらを超反復配列保有株(HRS株: Highly
Reiterated Sequence posessing isolate)と名づけた2-4,6･7)
HRS株は,通常株と比較して①RSαとRSβのコピー数が極めて多い
こと, ②窒素固定能,根粒形成能,ヒドロゲナ-ゼ活性は変わらないが,
単生における生育速度がきわめて遅いこと, ③ニトロゲナーゼ,ヒドロゲ
ナ-ゼなどの共生遺伝子をプローブとしたサザンハイプリグイゼ-ション
の結果,バンドの移動や重複が観察されること,また, ④通常株とHRS
株は各圃場に特有な同様の血清型パターンを示すことがわかった.これら
の事実から｢HRS株は各圃場生態系内において挿入配列(IS)の介在する
DNA再編成によって通常株から生成された｣と考えられた｡
そこで,本研究では｢HRS株は各圃場生態系内において挿入配列(IS)
の介在するDNA再編成によって通常株から生成された｣という説明を作
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業仮説とし研究を行っている｡この作業仮説をもとに,ダイズ根粒菌HRS
株は,どのようなDNA再編成を起こした結果生成したか,また,圃場にお
ける現在の存在頻度の検討を行った｡
3･多種類の挿入配列(IS)を多コピー保有するHRS株
表1に示したように,大坪ら8'の逆方向反復配列単離法により, HRS株
からRSαとRSβ以外に既知の挿入配列(IS)と相同性のある5種類の挿
入配列(IS)とその断片と思われる配列が単離された｡これら挿入配列(IS)
をプローブに用いたサザンハイプリグイゼ-ションではRSα, RSβと同
様に,単離されたすべての挿入配列(IS)のコピー数がHRS株で増加して
いた(図1)｡さらにその中のIS1631はB.jaPonicumではHRS株にのみ
存在することが示唆された(図1)｡そこで,供試する圃場単離株の株数を
増加し,同様にサザンハイブリダイゼ-ションを行った｡その結果,やは
りB･japonicumのHRS株には必ずIS1631が存在していた(図2A, B)0
また,図2のCの阿見圃場単離株に於いてRSα,RSβコピー数から通常株
であると考えた株にもIS1631が存在していた｡これらの株のRSαコピー
数は,いくらか他の通常株より増加していることが観察される｡従ってこ
れらの菌株はHRS株に変化する途上の菌株ではないかと考えられた0
HRS株のように挿入配列(IS)を多コピー持つ細菌は好塩古細菌や,赤
痢菌,酢酸生産菌など,何種類か知られている｡約500コピーの挿入配列
(IS)を持つ酢酸生産菌は培養により酢酸生産能が失われるなど,不安定で
ある9)0 HRS株においては,いままで,本研究室で調査された表現型につ
いては安定であると考えられる｡また, HRS株のように単離された少なく
とも7種類の挿入配列(IS)全てのコピー数が増加しているものは知られ
ていない｡
4. IS1631の構造的特徴
このようにHRS株にのみ存在するIS1631の特徴を調べるために全塩
基配列を決定した｡その結果, IS1631は全長2,712塩基で,逆方向または
順方向の繰り返し配列が多数存在する末端逆方向繰り返し配列を持ち,ま
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た,トランスポゼ-スとへルバーブロテインの二つのオープンリーディン
グフレームを持っていた｡以上の構造的特徴から, IS1631はタンデム状態
でレプリコン融合などのDNA再編成の頻度が高まることが知られている
IS21ファミリー10~12)に属する挿入配列(IS)であることがわかった.
5. HRS株のDNA再編成
ところで,挿入配列(IS)はほぼすべての生物に認められ,ある部位か
ら他の部位へ転移できる可動遺伝因子群である｡その転移によって遺伝子
の制御因子の役割を持つ場合があることが知られている｡挿入配列(IS)を
持つレプリコンでは欠失,逆位,レプリコン融合,解離など種々の挿入配
列(IS)の介在するDNA再編成が引き起こされる｡このような事実から,
動く遺伝子が生物の進化に於いてゲノムの大規模な改変に大きな役割を果
たしてきたと考えられている｡挿入配列(IS)を非常に多コピー保有する
HRS株では,このような挿入配列(IS)の介在するDNA再編成がより高
い頻度で起こることが考えられた｡
先にも少し触れたがHRS株では,共生遺伝子である窒素固定遺伝子,ヒ
ドロゲナ-ゼ遺伝子をプローブとしたサザンハイプリグイゼ⊥ションで,
ハイプ.)ダイゼ-ションバンドの移動や重複が観察された4･7)｡したがって
少なくともこれら遺伝子周辺ではDNA再編成が起こったことが示唆され
た｡そこで新潟より単離されたHRS株の一つであるNK6株を用い,コス
ミドライブラリーを作製した｡そして,窒素固定遺伝子,ヒドロゲナ-ゼ
遺伝子領域のクローンを単離し,それら領域について物理地図を作製し詳
細に検討を行った｡図3と図4に示したように,どちらの領域でも,通常
株と比較して,制限酵素切断部位が変化し,通常株では存在しない領域に
両末端に標的配列をともなう挿入配列(IS)が存在していた｡ヒドロゲナー
ゼ遺伝子領域は,ハイプリグイゼ-ションバンドの重複と一致して2領域
単離され,一方には,構造遺伝子hupS, hupL間のintergenic regionに
RSαが挿入されていた｡もう一方の領域では,欠共によると考えられるが,
上流側のhupP遺伝子がhupUのすぐ上流にあり,また領域の下流側は別
の配列に切り替わっていた｡窒素固定遺伝子領域では, mjD, mjK, mjZf,
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mjN領域は通常株と同様に保存されていたがmjNとmjSの間に挿入配
列(IS)の挿入が見られ,また, mjSの下流側は通常株とは異なる挿入配
列(IS)を含む領域であった｡従ってこれら遺伝子領域で遺伝子重複,挿
入配列(IS)の挿入,欠矢等, DNA再編成の痕跡が観察された｡以上から
HRS株がDNA再編成によって生成したことがより示唆された｡
6.圃場におけるHRS株の現在の存在頻度
1989年に日本各地6圃場,北海道十勝,新潟県長倉,中沢,茨城県阿見,
広島県福山,沖縄県石垣からダイズ根粒菌を単離した際,北海道の十勝農
読,新潟県の新潟農試長倉圃場,中沢圃場からのみHRS株が単離された｡
長倉圃場に於いては単離株の50%以上がHRS株であった｡図5に示した
ように,DNA再編成を起こすことは,根粒菌が根粒菌ではなくなる場合や
死にいたる場合も考えられる｡ 1989年に単離されたHRS株はDNA再編
成を起こしたが,その時点でダイズ根粒菌のままで圃場に存在していた菌
株である｡現在のHRS株の圃場における生存頻度を探ることは, HRS株
が土壌環境に適応し安定に土壌中に生存しているか,または不安定である
がDNA再編成により圃場で生成され続けており,見かけ上土壌中に安定
に生存しているように見えるのか,またはもう存在していないのか, HRS
株の生態を探る上で非常に重要であると考えた｡そこで, 1989年にダイズ
根粒菌を単離した際に,高頻度でHRS株が単離された新潟農試長倉圃場
におけるHRS株の現在の存在頻度を検討した｡
表2において,新潟農試の長倉圃場における1989年と1997年に単離さ
れたダイズ根粒菌の割合を比較した｡その結果,この圃場に於いてHRS株
は現在もほぼ同じ割合に存在していることが示唆された｡このことは,
HRS株が安定に生存しているか,または通常株からDNA再編成により生
成され続けていることを示している｡さらに, HRS株は激しくDNA再編
図1 B. japonicum HRS株より単離された挿入配列(IS)をプローブとした
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図3　B.japonicum通常株USDA122とHRS株NK6株のヒドロゲナーゼ遺伝
子領域の比較｡
E, EcoRI; H, HindIII; Bm, BamHI; Bg, EglII; Sm, SmaI.
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図4　B. japonicum通常株USDAllOとHRS株NK6株の窒素固定遺伝子領域
の比較｡
E, EcoRI; H, HindIII; Bm,劫mHI; X, XhoI.
成を起こしているにもかかわらず,この土壌環境中で,少なくとも通常株
と比較し不利になってはいないことを示している｡長倉圃場は田畑輪換圃
場であり,また,水田転換畑の鹿島台圃場に於いてもHRS.が単離されてい
ることからHRS株生成と水田環境に何らかの関連があることが考えられ
た｡
挿入配列(IS)を多数保有するHRS株は, DNA再編成に挿入配列(IS)
図2　B. japonicum圃場単離株に対するRSα, IS1631のサザンハイプリグイ
ゼ-ション｡
(#)はHRS株を示している｡ A,北海道十勝圃場単離株; B,新潟県長倉
圃場単離株; C,茨城県阿見圃場単離株; D,沖縄県石垣圃場単勝株; E,
広島県福山圃場単離株｡
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図5　DNA再編成により生成すると考えられる菌株｡
表2　長倉圃場におけるダイズ根粒
菌単離株の割合
Year　　　　　　1989　　1997
B. japonicum HRS
B. japonicum normal
B_ elkanii
No. of tested isolates
I._ ｡=;_ I:I ｡=
%　%%　64　　6　　0　　25　　4
エンレイの根粒より菌を単離し,
IS1631とハイプリグイズするもの
をHRS株,インドール酢酸を生成す
るものをB. elkanilLとしたo
が関わっているように見える｡再編成に於ける挿入配列(IS)の介在等,樵
式について現在検討中である.しかし,挿入配列IS1631はB.japonicum
HRS株にのみ存在すること,全ての挿入配列(IS)のコピー数が増加して
いることから再編成に挿入配列(IS)が関与していることが示唆される｡ま
た, HRS株内では7種類全ての挿入配列(IS)のコピー数が増加している
ことから, HRS株では菌株内の何らかの因子が破壊されたか不活化され
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た結果,挿入配列(IS)の転移が促進されたと考えられる｡今後は挿入配
列(IS)の転移およびDNA再編成を実験室内で起す条件の検討,通常株か
らのHRS株生成過程について検討を行う｡培地での生育の遅いHRS株
が新潟の圃場に現在もなお多数存在していたことから,その圃場には
HRS株が通常株より単生あるいは共生状態で優勢な状況が存在すること
が考えられる｡そのような環境要因についても検討をしていきたいと考え
ている｡
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Pseudomonas syl･ingae群細菌に
おける病原性分化と適応進化
･/澤　田　宏　之
は　じめに
植物病原細菌であるPseudomonas syringaeは遺伝的多様性に富んでい
ることが知られており,植物に対する病原性や宿主範囲という表現形質に
基づいて,今のところ約50ほどの病原型(pathovar)に細分されている1)0
しかし, pathovar類別の基準である病原性や宿主範囲の違いと,生理･生
化学的性質やDNA相同性との間には整合性の認められない場合があり,
このことがP. syringaeの病原性分化や多様性についての解析を困難にし
ていることが指摘されている1~3)0
植物病原細菌が植物に侵入･感染し,病気を引き起こすためには,植物
との親和性に関与する因子や植物組織を破壊するための直接的な発病因子
など様々な性質を合わせ持つ必要があり,そのために必要な遺伝子は膨大
な数に上ると考えられている4)｡したがって, P. syringaeにおける複雑な病
原性分化や多様性の本質を理解するためには,病原性という表現形質レベ
ルだけではなく,その形質発現の基礎となっている遺伝子レベルでの多様
性を丹念に明らかにしてし;くことが必要である｡また,異なるpathovarが
同じ植物種を侵したり,類似した病徴を示す現象があることから,病原性
関連遺伝子がpathovar間を水平移動し,共有されている可能性も疑わな
ければならないであろう｡
病原細菌のゲノムは,このような病原性関連遺伝子が出入りするための
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｢遺伝子の乗り物｣であると考えることもできる｡したがって,乗り物であ
るゲノムの進化の道筋を最抑こはっきり把握しておけば,それを病原性関
連遺伝子との比較のための｢絶対的な基準｣として利用することができる
のではないだろうか｡そこで,まず最初にゲノム進化の道筋を明らかにし
た後で,それぞれのゲノム上にいつどのような病原性関連遺伝子が生まれ
たのか,あるいは水平移動などによって導入されたのか,その後それらが
どのように変異したのか,などについて順序立rて解析していくことを当
面の目標としで考え,以下に述べるような研究を開始したところであ
る5~8)0
1.ゲノムの進化の道筋
ゲノムの分化の実態を把握するために, gyrB (DNA gyrase βサブユ
ニット遺伝子)9)とゆoD (groupl o･70-typesigma factor遺伝子)10)とい
う2つのprotein-co°ing genesの配列を決定し,分子進化学的解析を試み
た｡次に, P. syringaeに普遍的に存在し,病原性や宿主範囲の決定におけ
る基本的な過程に関与していると考えられているいわゆるHhゆ　gene
cluster"ll)の中から, h71,/aur遺伝子群の発現制御に関わっていると考え
られているhゆLとhゆSを病原性関連遺伝子の代表として選び,配列を決
定した.そして, gyrBと7少oDに基づいて明らかにしたゲノム進化の道筋
と, hゆLとhゆSに関するデータとを比較し,これら病原性関連遺伝子の
進化機構を明らかにしていくことを最初の目標として考えた｡また,代表
的な菌株を選んでゲノムの物理地図を作製し,指標として選んだ各遺伝子
を地図上にマッピングして比較することにより,進化の過程でゲノムの構
造がどのように変化してきたのかを評価することも試みた｡
(1)各遺伝子系統樹上に認められたグループの単系統性の確認
P･ syn'ngaeに属する21 pathovar (59菌株)の配列データから重複を除
いた31 0TUのアラインメントを対象にして,近隣結合法(NJ法),最大
節約活(Mp活)および最尤法(ML法)による系統樹作成とブートストラッ
プ解析を行い,各遺伝子ごとに3つ,合計12個の遺伝子系統樹を得た(表
1)｡その結果,いずれの系統樹においても,グループ1 (9 0TU),グルー
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表1 3つの系統樹作成法によって各遺伝子ごとに得られたトポロジー
指標として
用いた遺伝子
系統樹作成法
系統樹のトポロジー
(グループの分岐順序)
(3,(1,2)) (2,(1,3)) (1,(2,3))
ブートストラップ
確率(%)a
J L　い1N M M 5　6　34　7　59　7　6
TJ l】　p▲N M M
CXU　　8　0
9　2　36　7　7
TJ TL PN M M 4　　1　　13　　5　　85　5　8
TJ TL PN M M 0　　　　　　54.0
51.6
0　　　　　　55.4
concatenated
SequenCe
TJ TL PN M M 0　　　　　　86.9
67.0
60.9
aグループの分岐順序を決定している枝におけるブートストラップ確率を示す｡
プ2 (80TU),およびグループ3 (140TU)という3つのまとまりが共
通して現れることが明らかとなった｡グループのまとまりを示すブートス
トラップ確率はいずれも非常に高い値となること,各グループ内の同義置
換距離の平均値は小さいのに対し,グループ間の平均値は大きな値となる
ことから,いずれのグループも独立した単系統群として考えるべきである
と判断した｡
すなわち, P.syringaeにおいてこれら4つの遺伝子は,いずれも進化の
過程でそれぞれ3つのグループに分化してきたということがいえる｡しか
も, 4つの遺伝子の間で,それぞれのグループを構成するOTUが互いに完
全に一致していた｡このことは,ここで用いたP.syringaeでは,これら4
つの遺伝子は少なくともグループ間にまたがるような水平移動はしておら
ず,同一ゲノム上で同じ進化の道筋を経てきたことを示している｡したがっ
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て,病原性関連遺伝子として選んだhゆLおよびhゆSと,その比較の基準
として採用したgyrBおよびゆoDとを,わざわざ区別して対比させる必
要はないと判断した｡そこで以後は,これら4つの遺伝子を,ゲノム進化
の道筋を明らかにするための指標としてすべて一括して利用することにす
る｡
(2)グループの分岐順序に関する検討
前項で得られた12個の遺伝子系統樹のトポロジーを整理してみると, 3
つのグループの分岐の順序に関して(3, (1,2))を示すものはなかったもの
の, (2, (1,3))と(1, (2,3))が4:8の頻度で現れ,どちらであるかを特
定することはできなかった(表1)｡しかも,グループの分岐順序を決めて
いる枝のブートストラップ確率は, gyrBに関するNJ法の結果(94.5%)を
除けばすべて低い値となった｡また,OTUごとに4つの遺伝子のデータを
連結して1つにまとめたデータ(concatenatedsequence)を作り,それを
もとに3つの解析法を適用しても統一した結果は得られなかった｡
そこで, 4つの遺伝子のデータの性質を厳密に吟味し,それぞれのデータ
に適合したモデルとパラメータを選択したのち,最尤法を用いて総合的に
評価するという方法(不均質モデル)12)を試みた｡すなわち,塩基置換モデ
ルとしてはHKY85modelを採用し,コドンの3つの座位ごとにα/β比,
枝の長さ,対数尤度を最尤推定し,最後に4遺伝子のデータを総合評価し
たところ, (2, (1,3))が最尤系統樹となることがわかった｡一方, (3, (1,
2))は5%水準で棄却されることが認められた｡ (1, (2,3))に関しては,
ブートストラップ確率は9.9%と非常に低いものの,棄却されることはな
かった｡以上のことから, 3グループ間の分岐順序については(2, (1,3))
の可能性が極めて高いものの,ここで扱ったデータだけでは(2, (1,3))か
(1, (2,3))のどちらであるかについて,最終的な結論を下すべきではない
と判断した｡
(3)ゲノムの進化の道筋を表す系統樹の構築
4遺伝子のデータを一括して用いることによって,現時点で得られてい
るすべての情報に基づいたゲノム進化の系統樹構築を試みた｡前項でグ
ループ間の分岐順序を最終的に確定することが出来なかったので,ここで
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はout groupのデータを除き, P. syringaeのみのデータで無根系統樹を求
めた後,今のところ最も可能性が高いと思われる(2, (1,3))のトポロジー
に基づいて無根系統樹上にtentative rootを想定しながら考察を試みる,
という方針をとることにした｡こうして得られたMLtreeでは,グループ
1,2,3がいずれもブートストラップ確率100%のもとで明瞭なまとまりを
示した(図1)｡各グループ内のトポロジーは,前項においてoutgroupを
含む33 0TUのconcatenated sequenceから求めたML treeのものと完
全に一致したoNJおよびMPtreeでも同様に,各グループ内のトポロジー
ばout groupを入れた場合の系統樹と完全に一致した｡これは, 3つのグ
ループがいずれも10個前後という十分な数のOTUから構成されている
ので,トポロジーの推定が安定して得られているためであると考えられる｡
(4)物理地図の作製
P. syringaeが進化の過程で3つのグループに分化した後,各グループが
別々の進化の道筋を歩むうちにグループ間でゲノムの構造にどのような違
いができてきたのかについて評価を試みた｡そのために,分子進化学的解
析によって明らかになった3つの単系統群(図1)からそれぞれ代表的な菌
樵(グループ1からpv. actinidiae,グループ2からpv. syringaeTグループ
3からpv.phaseolicola)を選んでゲノムの物理地図を作製し,比較を行っ
た｡その結果,基本的な構造だけでなく,その大きささえもがゲノム間で
大きく異なっていることが判明した(図2)｡生存のために必須のリボソー
ムRNA (rrn)オペロンやゆoDまでもが転座し,ゲノム上で大きく位置
が異なっている様子も認められた｡このことは, P.syringaeのゲノムが可
塑性に富んでおり,挿入,欠失,転座や重複などのゲノム再編成が大規模
かつ活発に起こった結果, -グループ間や菌株間で構造に大きな差異が生じ
てきたことを示している｡
次に,ここで得られた系統樹(図1)およびゲノムの物理地図(図2)上
に病原性関連遺伝子の情報を重ね合わせ, P. syringaeにおけるそれらの進
化機構について以下で考察を試みていきたい｡
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Group 2　　　　　100
Group 1 100
膏株書号
0 0l substltUtJOnS/slte
Pathovar　　　　　　宿主織物の科名
pv.JCd (l )　　　　　　朋止
pv･JFhLI (1 )　　　　　ot糊
pvJaFDnlCa (l )　　　　　poACEAE
-　ROSACEAE
pv syn/pee (4)
j OLEACEAE
pv･p剖(Z)　　I FABACEAE
TT)1 P/.tCr7TtO (l )　　　　　so.AM
pv ,TWCuICOla (5) =コBRASS･CACEAE
LAl - PV.lachrymans ( T )　　　　CUCURBITACEAE
MPI PV.mOrqLq70rUm (l ) - ROSACEAE
m pv-qdp (1 )　　　　Fu収
AC30 ★- pv.act'n'd'ae (5) - ACTINIDIACEAE
pv.theae (6)　　l ,HEACEAE
Fk/1サ▼七一(1 )　　　　　　mACE.A上
pv enobotlyae (l )
pv. /rPrSPrLuDrLm (Zj ROSACEAE
F～.亡血■ (3)　　　　　　sLW
pv /achryma侶(2) - cUcuRBlTACEAE
pv.castaneae (1 )　　　　FAGACEAE
oj
pv brousso二コ
FABACEAE
MORACEAE
図l Pseudomonas syn'ngae群細菌のゲノム進化を示す系統樹
ゲノム進化の指標とした4遺伝子(gyrB,ゆoD, hyi'Lおよびhが)から
NucMLで推定した最尤系統樹(HKY85モデル, α/〟-4.5)｡枝長は推定
塩基置換数に比例する｡各枝の数字は局所的ブートストラップ確翠(%)を
示すoここに示したのは無根系統樹であるが,グループ間の分岐順序は(2,
(1,3))である可能性が極めて高い｡菌株番号の右に,各菌株の所属する
pathovarと分離された宿主植物を示す｡ ★をつけたのはフアゼオロトキシ
ンを産生し,かつargK-i,,x clusterを有する菌株(pv･ actinidiaeおよびpv.
Z)haseolicola)である.
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図2　Ps.eudomonas slyringae群細菌のゲノムの物理地図
Psyr･ pv･ syringae (ライラック枝枯細菌病菌), P.syr. pv. actinidiae (辛
ウイフルーツかいよう病菌),およびP.syr. pv.phaseolicola (インゲンかさ
枯病菌)のゲノム構造を示す模式的な物理地図を示したo矢印は,,nオペロ
ンの位置およびその転写方向を示すo破線で結んだのはゲノム間で存在位
置が保存されている遺伝子の組み合わせ,実線は位置が大きく変わってい
る組み合わせを示す｡
2･ P･ sy'ィngae群内におけるhrp gene clusterの進化機構
hゆ/aur遺伝子群はP･ syringaeに普遍的に存在しており,病原性や宿主
範囲の決定に様々な形で関与していると考えられている11,｡これらの遺伝
子群のうち,発現制御や産物の分泌という基本的な過程に関与しているも
のは,ゲノム上でsupraoperonclustering構造(h71'genecluste,)をとっ
ている0本研究で病原性関連遺伝子の代表として選んだhゆLとh,i,Sは,
このhゆgene cluster内において左端と右端の境界領域近くにそれぞれ位
置しており, h71,/aur遺伝子群の発現制御に関わっていると考えられてい
るoここでは, hゆgeneclusterと,その乗り物であるゲノムとの関係を
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考えるために,前項における分子進化学的な解析結果を, hゆgenecluster
の内側に関する部分と外側(ゲノム)に関する部分とに分けて整理し直し,
対比を試みた｡
cluster外に存在するgyrBとゆoDは,いずれも3つの独立したグルー
プに分化していることが, NJ,MLおよびMP法による解析によって明ら
かになった｡ cluster内のhゆLとhゆSについても全く同様の結果が得ら
れた｡しかも,各グループを構成するOTUに関しても, cluster外とclus-
ter内で完全に結果が一致していた. 3グループ間の分岐順序については,
不均質モデルを用いたTotalMLによる解析によって, gyrBとゆoDのど
ちらにおいても(2, (1,3))の尤度が最もいいという結果が得られたo hゆL
とhゆSについても全く同様に(2, (1,3))が最尤系統樹となっている｡
以上のように,いずれの点に関しても, clusterの外側と内側に関する
データ間に傾向の違いはまったく認められない｡しかも,ゲノムの物理地
図上にhli'LとhゆSをマッピングしたところ,その存在位置が菌株間で保
存されていることも明らかとなった(図2)｡したがって,筆者らの供試菌
株に関しては, hゆgene clusterは少なくともグループ間にまたがるよう
な水平移動はしておらず,グループ単位で考える限り, h71) geneclusterと
clusterが乗っているゲノムとは同じ進化の道筋を経てきた,と考えること
ができるのではないだろうか｡
ところで, hゆgene clusterの働きによって発現制御を受けたり,産物
が菌体外へ分泌されたりするさまざまな病原性関連遺伝子が, hゆ　gene
cluster以外のゲノム上やプラスミド上にも存在していることが明らかに
なってきた11･13)｡したがって, h71,geneclusterによってもたらされる病原
性の分化について真に理解するためには,発現制御･分泌システムである
いわゆる｢core hゆgene cluster｣の本体部分だけでなく,その影響下に
あるさまざまな遺伝子群のデータについても体系的に整理し,解析を行う
必要があると考えている｡
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3･ P･ syringae群内におけるal･gK (al･gKJox cluster)の
進化機構
(1) P. syringae群内におけるargK-tor clusterの分布の拡大
次に,解析のためのモデルとして選んだ病原性遺伝子は,植物の葉に黄
色い病斑(halo)を形成するフアゼオロトキシンという毒素の産生遺伝子群
(argK-tox cluster)である｡フアゼオロトキシンはanabolic ornithine
carbamoyltransferase (aOCTase)を標的蛋白質とする非特異的毒素であ
り1),その産生能を有する病原細菌は, P. syringaeに属するインゲンかさ枯
病菌P･syr･ pv･ phaseolicolaとキウイフルーツかいよう病菌P. syr. pv.
actinidiaeという2つのpathovarだけであると考えられてきた1･14)｡しか
し,この2つのpathovarは,系統樹上においてまったく異なる2つのグ
ループ(pv. actinidiaeはグループ1, pv.phaseolicolaはグループ3)に点
在している(図1)｡それでは, pv. actinidiaeやpv.phaseolicolaと同じグ
ループに属する近縁のpathovarもaygK-lox clusterを保持しているのだ
ろうか?疑問を持った筆者らは供試菌株をすべて調べてみたが, pv.
actinidiaeやpv. phaseolicola以外にargK-lox clusterを有す右ものはな
かった.伝達性のプラスミド上ではなく,ゲノム上に存在しているargK-
tox clusterが,なぜ系統進化の上で大きく異なる2つのグループにまた
がって点在しているのだろうか,その分布拡大の機構についてさらに解析
を進めてみた｡
まず, a7gK-lox cluster内部に存在する病原性遺伝子群の中からargK
(フアゼオロトキシン耐性のaOCTase遺伝子;自家中毒を回避する機能
を担う)を指標として取り上げて配列を決定したところ, pv.actinidiaeと
pv･ Phaseolicolaに属する全供試菌株(13菌株)の配列はすべて完全に一致
しており,同義置換さえまったく存在しないことが明らかとなった｡すな
わち,別々の進化過程を経てきた結果(図1),構造が大きく異なっている
2つのゲノム上に(図2),まったく同一の遺伝子が分布しているわけであ
る｡しかも, aygKを含むtoxclusterをゲノムの物理地図上にマッピング
してみたところ, pv. aclinidiaeとpv.Phaseolicolaとではまったく異なる
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位置に存在していた(図2)0
以上のことを考えあわせると, a71gK,あるいはa71gK-toxclusterの分布
の拡大に関して,以下の3つの仮説が考えられる｡すなわち, 1) aygKは
pv･ actinidiaeとpv. phaseolicolaの共通の祖先(グループ1と3の共通祖
先)のゲノム上へと,aygKのoriginとなった菌から水平移動によって入っ
た後,共通祖先が各pathovarへと分化するのにともない,pv. actinidiaeお
よびpv. phaseolicolaのゲノム上でそれぞれのゲノムとともに進化の道筋
を歩んできた(少なくともpathovar分化後にargKの水平移動は起きて
いない), 2) pv. actinidiaeとpv. phaseolicolaが別々のグループとして分
化した後の段階で, aygKがoriginからpv. actinidiaeあるいはpv.
Phaseolicolaのどちらか一方に水平移動で一旦入り,その後,そこからもう
一方のpathovarへと2回目の水平移動によって分布を広げた,あるいは
3)両pathovarが分化した後, argKはoriginからpv. actinidiaeおよび
pv. Phaseolicolaの2つのpathovarへと2回の独立の水平移動によってそ
れぞれに入った,という3つの仮説が考えられる｡
これらの仮説について,筆者らが得たデータをもとに検証を試みたoす
なわち, 4遺伝子(gyrB,ゆoD, hゆLおよびhゆS)のconcatenated
sequenceとa7gKに関して, pv. actinidiaeとpv.phaseolicolaとの間で同
義置換距離を求めたのち,両pathovar間でJ検定を行ったところ,大きな
有意差が認められた.このことは,これら2つのpathovarでは, argKと
4遺伝子(ゲノム)とは同じ進化の道筋を歩んではいない,ということを示
している｡両pathovar以外の供試菌株はすべてaygKの非保有株である
こと,両pathovar間でaygK-lox clusterのゲノム上における位置が大き
く異なっていること(図2)も考え合わせると, ｢argKはpathovar分化後
に水平移動を経験したために,ゲノム上の他の遺伝子とは塩基置換のパ
ターンに大きな違いが生じた｣,ということが強く示唆されてくる｡した
がって,最机こ述べた3つの仮説のうちの1)は棄却されることになり,本
群内におけるaygKの分布拡大には, ｢pathovar間をめぐる水平移動｣とい
うダイナミックな進化機構が関与している可能性が浮かび上がってくる｡
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(2) aT･gK (argK-tox cluster)は本当に外来性なのか?
a7gK-fox clusterが水平移動を経験しているとしたら,その元々の起源
はpv. Phaseolicolaなのか, pv. actinidiaeなのか,あるいは本群以外の菌
種(すなわち外来性)なのか,この点に関してもaygKを手がかりにして解
析を試みた｡まず,OCTase遺伝子の系統進化史におけるaygKの位置づけ
を明らかにするために,現在報告されているすべてのOCTase遺伝子を用
いて遺伝子系統樹を構築した(図3)｡その結果,生物進化のごく初期に起
こった遺伝子重複によってACTase (アスパラギン酸カルバモイルトラン
スフェラーゼ)遺伝子とOCTase遺伝子とが生じた後, OCTase遺伝子は
さらに遺伝子重複を起こし,そのためOCTase遺伝子には2つのパラログ
(ここではtypeAおよびtypeBと表記した)が存在していることが明ら
かとなった｡ typeAには真正細菌のOCTaseのみが含まれているが, type
Bには真正細菌,古細菌,真核生物という3つのdomainがすべて入ってい
る｡ただし,グループ間の分岐順序を示すブートストラップ確率は余り高
くないので,分岐順序に関しては決定的な判断はできないであろう｡以上
のことを図4に模式的に示してみた｡もしOCTase遺伝子に重複がなかっ
たとすると, Aのような単純な形の系統樹になったはずであるが,その可
能性は否定されたことになる｡今回得られた系統樹はCの場合に相当す
る｡すなわち, 3つのdomainの分岐の前に重複が起こってtypeAとtype
BのOCTaseが生まれ,その後で3つのdomainへの分岐が起こった,と
いうことを示している｡また,このCの場合では,古細菌と真核生物の系
統でtypeAの欠矢が起こった,と考える必要がある｡ただし,今回得られ
た系統樹(図3)ではグループの分岐順序について決定的なことはいえない
ので, Bの可能性も否定できないであろう｡すなわち, 3つのdomainが分
岐した後の段階で,真正細菌の系統でのみ独立に重複が起こった,という
可能性も残されているのである｡しかし,いずれにしても,重複によって
ACTase遺伝子とOCTase遺伝子が生まれた後で,さらに2回目の重複が
OCTase遺伝子側で起こり,その結果,少なくとも真正細菌のOCTaseに
はtypeAとtypeBという2種類のパラログが存在している,という点に
ついてははっきり言えるのではないだろうか｡このことを考慮しながら,
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図3　0CTaseのアミノ酸配列から推定した最尤系統樹(JTT-F model)
系統樹の分岐点における日は種分化, ◇は遺伝子重複を示す｡
a7gKの起源についてさらに考察を進めたい.
argKがP. syn'ngaeのゲノム上に元々から存在していたのであるなら
ば, 16SrDNAを指標として構築した系統樹(図5)とOCTase系統樹(図
3)のどちらにおいても, P.syringaeの位置づけは一致しているはずであ
るoすなわち,どちらの系統樹においても, Proteobacten'a gamma subclass
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の中でも特にP. aenLginosaのごく近傍に位置づけられるはずである.し
かし,実際は, aygKはOCTase系統樹のtypeAクラスター内において,
Low G+C gram-positiveの菌種(Bacillus属細菌の仲間などを含む, P.
syringaeとは系統進化上遠縁の細菌群)のOCTase遺伝子と極めて近い関
係にあることが認められた(図3)0
aygKがP. syringaeのゲノム上に元々から存在していたかどうかにつ
いて, GC含量に関連した指標を用いてさらに検討を試みた(表2)0 GC%
についてはP.syringaeのゲノムでは56-58%という値が得られたが,
aygKでは49.4%という低い値となった｡また,コドンの第3座位は同義座
位であるため,そのGC%はゲノムから遺伝子がどのような影響を受けて
きたのかを測るための指標となることが期待できる｡そこで, P.syringae
のゲノム上に存在するCDSの平均値を求めたところ68.0%という非常に
高い値が得られたが,対照的にargKでは55.2%という低い値となった｡
さらに,コドン使用頻度のパターン,すなわち同義語コドンのうちのどれ
がよく使われているか,という傾向を主成分分析によって解析したところ,
a7gKの第1主成分は-0.95となり, P.syringaeのゲノム上に存在する
-I:_ -I:i
臭iF細菌
TypeA
丸正細菌
TypeB
.1-d曲
大様年物
図4　0CTase遺伝子の重複に関する3つの仮説
A:遺伝子重複がなかった場合; B: domainの分岐後に真正細菌の系統
でのみ独立に遺伝子重複が起きた場合; C: domainの分岐前に遺伝子重
複が起きた場合(古細菌/真核生物の系統ではtypeAは欠失した)｡系統樹
の分岐点における〔)は種分化, C,は遺伝子重複を示す｡
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図5 16S rDNAの塩基配列に基づく最尤系統樹(HKY85 model, α/β-1 78)
OCTase系統樹(図3)におけるtypeAクラスターを構成する真正細菌の
系統関係を示す｡
表2　GC%プロフィールに基づくP. syy7lngaeのゲノムの特徴
ゲノム全体　ゲノム上のCDS a7gF argK DES
GC (%)　　　　56　　　　　　56-58　　　　57.3　　　49.4　　　49.6
3rd GC (%)　　　　　　　　　　　68.0　　　　　67.8　　　55.2　　　55.4
Zla o.00　　-0.95　　11.36
aコドン使用頻度データの主成分分析における第1主成分
CDSの一般的傾向とは大きく異なっていることが明らかとなった｡以上の
ように, aygKはいずれの指標に関してもP. syringaeのゲノム上の遺伝子
一般の傾向とは大きく異なっており, P.syringaeにとって｢異質な｣遺伝
子であることが明らかとなった｡さらに, aygKとともにtoxcluster内部
に存在しているfatty acid desaturase遺伝子(DES)についても, argK
と同様な傾向が確認できた(表2)｡以上のことから,少なくともaygK-lox
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cluster内には,本群以外の菌種から水平移動によって獲得された外来性の
モジュールが存在している,と考えることができるであろう｡
ところで,P. syringaeのゲノム上には,a7gK以外にもう1つaygF(フア
ゼオロトキシン感受性のaOCTase遺伝子; lox cluster領域外のゲノム上
に存在しており(図2), housekeepingな機能を担う)というtypeBに属
するOCTase遺伝子が存在している｡aygFのtypeBクラスター内におけ
る位置(図3)はP. syringaeの系統進化上の位置づけ(図5)と一致してい
る上,そのコード領域全体のGC%,コドン第3座位のGC%,およびコド
ン使用頻度のいずれもがP. syringaeのゲノム上の遺伝子一般の傾向と一
致していることが認められた(表2)｡しかも, argFのゲノム上における存
在位置は3つのpathovar間で保存されていることも明らかとなった(図
2)｡以上のことから, argFは外来性ではなくP.syringaeのゲノム上に
元々から存在していたものであろう｡
そうすると, P.syringaeにおけるa7gFのパラログはどうなってしまっ
たのだろうか｡つまり,真正細菌には遺伝子重複に由来する2つのOCTase
遺伝子が存在しているはずである(図3,4)｡また, argKは外来性であり,
argFの方はもとからP.syringaeのゲノム上に存在していたもーのである
とすると, P. syringaeのゲノム上には重複に由来するtyepAのOCTase
遺伝子がもう一つ存在しているはずである｡しかも,それはP amtginosa
のarcBに近いcatabolicOCTase (cOCTase)ではないか,ということが
考えられる｡そこで,そのことをサザン分析で確認を試みたが,供試した
いずれのP. syringaeからもwcBの直系遺伝子に相当するものは検出で
きなかった｡また, P. aeruginosaのarcBは, wcDABCという構成でarc
オペロンとして組織化されている15)oそこで, P.syringaeからarcAや
arcDの直系遺伝子の検出も試みてみたが,いずれの菌株からも確認でき
なかった.したがって, P syringaeではwcBに相当するcOCTase遺伝子
は, αⅣオペロンごと欠失してしまったことが考えられる｡以上のことか
ら, P. syringaeの祖先種のゲノム上に存在していたであろうaOCTaseお
よびcOCTase遺伝子のうち,後者が欠失した後, argKを含むtox cluster
が外部から侵入したため, pv. actinidiaeとpv.Phaseolicolaのゲノム上に
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はaOCTase遺伝子のみが2コピー(argFとaygK)も存在するという特
殊な構成となった,というOCTase遺伝子の進化史が見えてくる｡
おわ　り　に
筆者らが供試したP. syringae群細菌は,系統進化の上で3つの異なるグ
ループ(単系統群)に分化していること, hゆgene clusterの本体部分は
本群内において少なくともグループ間にまたカミるような水平移動は経験し
ていないのに対し, argK (aygK-toxcluster)は外来性であり,水平移動
によって分布を拡大してきたことが認められた｡環境汚染物質分解菌の分
解代謝系では,関連遺伝子がsupraoperon clusteringの構造をとってトラ
ンスポゾンや伝達性プラスミド上に存在していることがあり,ゲノム再編
成や遺伝子の水平移動がこれらの進化を加速し,多様性を生み出してきた
と考えられている16)0 P.syringaeにおいても,コロナナン･プラスミドの
inplanta伝達が確認されていたが17),ゲノム上に存在している病原性関連
遺伝子についても,ここへきてそのダイナミックな進化機構がようやく垣
間見えてきたといえるのではないだろうか｡
P. syringaeの仲間には非病原性のものがあり,さまざまな植物体表面で
腐生生活をしていることが知られている｡ P. syringaeのゲノムが極めて可
塑性に富んでいることから,このような非病原性菌株のゲノム上に外部か
ら病原性関連遺伝子が侵入し,新たな病原菌が誕生する,あるいは,ゲノ
ム上での再編成の結果,新たな病原性遺伝子群が組織化される,という病
原性分化のストーリーを想像することは可能であろう｡しかし,肝心のゲ
ノムの可塑性をもたらす要因,すなわち,ゲノム再編成や遺伝子の水平移
動などの具体的なメカニズムがP.syringaeでは今のところ全く不明であ
る. aygK-lox clusterというpathogenicity island様の構造をマーカーと
して利用し,これら残された多くの課題を解き明かしていきたいと考えて
いる｡
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エンドファイトの農業利用と
共生機構
羽　柴　輝　良
エンドファイト(endophyte)とは, endo-withinとphyte-plantの合
成語で,植物体の表面で生活する菌類であるエビファイト(epiphyte)に対
して,植物体の組織や細胞内に侵入して生活する菌類を示し, "生きた植物
体内に共生的もしくは害を与えずに生活している菌類"と言う意味で定義
されている｡ Wilsonは"生活史のすべて,あるいは,ある期間生きた植物
体内に侵入し,病徴を示さず,感染による兆候も起こさずに,植物組織内
で生活する菌類及び細菌類"と幅広く定義している1)｡植物病原菌の多くも
植物内に侵入して生活しているが,エンドファイトに含めないのが一般的
である｡しかし,病原菌と共生菌の境界はあいまいであり,条件によって
は病原菌にも成り得るし,共生菌にも成り得る｡
1.根部に共生するエンドファイト
エンドファイトと言えば,イネ科植物等に共生している麦角菌科Neoty-
phodiumに属する糸状菌が最も良く知られており,これは植物の地上部で
ある茎葉部内に定着する菌類で古くから研究されている｡二万,地上部と
同様に根部に定着しているェンドファイトも存在する｡この根部エンド
ファイトは,広義には菌根菌,特に内生型のVA菌根菌やラン及びツツジ
の菌根菌を含む｡ここでは菌根構造を形成せずに植物に病害を生じない菌
類について述べる｡
植物に病害を生じる病原菌の研究は,安定して作物生産を行うためにも
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重要であり,古くから多くの研究者によって研究が行われ,数多くの知見
の蓄積がある｡また,共生菌でもキノコを生じる外生菌根菌や,肉眼でも
確認出来るような大型の胞子を形成するVA菌根菌等の研究も活発に行
われ,応用にまで至っている｡しかし,外観からエンドファイトが感染し
ているかどうか区別が出来ないので,エンドファイトの研究は分離･同定
及び生態的な面に中心がおかれ,応用面に至る研究は少ない｡
根部エンドファイトを得るには,植物根部から菌類を分離し,形態観察
を行い同定する｡分離された根部エンドファイトは,培地上で暗色の分生
子や菌糸等から構成されるコロニーを形成し,比較的生育が遅いのが特徴
である｡分離された多くの菌株が胞子を形成せず,たとえ形成しても見つ
けにくく,形態的特徴から同定することは困難である｡1922年に,Melinは
これらの菌類を形態的特徴から, Mycelium Radicis Atrovirens (MRA)
としてグルーピングした2)｡その後, Phialophora jnlandia, Chloridium
Paucispwum, Phialocephala fortinii, Leptodontidium oyrhidicolaの4種が
胞子を形成し,同定されている3･4)｡しかし,大部分は,胞子形成が認めら
れないため,未同定のままである｡そのため,形態に頼らない同定方法と
して, rDNAのITS領域を使った分子生物学的アプローチが行われ,胞子
形成が認められない数種の菌株の同定に成功している5)｡今後,多くの種で
形態に頼らない手法での同定技術の確立が発展するものと思われる｡
2.根部エンドファイトと宿主植物との共生関係
根部エンドファイトと宿主植物とが共生関係にあると,根部エンドファ
イトが宿主植物の生育を促進する｡高山帯に自生するスゲ属植物の健全な
側板には,根部エンドファイトが定着している6)｡分離した根部エンドファ
イト2菌株を無菌的に育てた宿主植物に接種し,乾物垂を測定したところ,
地上部及び地下部の両方で生育促進効果が認められ,根部エンドファイト
を接種することにより宿主植物のリン酸含有量が増加することも報告され
ている6)｡また,根部エンドファイトCladorrhinumfoecundissimumがワ
タの根内に共生すると,開花期には草丈が2倍以上に伸長し,植物体中の
リン酸含有量も倍加することも報告されている7)｡ハクサイ根部に定着す
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図1根内エンドファイト接種による生育促進効果
A:対照区, B:根内エンドファイト接種区
るエンドファイトHeteylDCOnium chaetospi71aもハクサイ苗の生育を促進
することが報告されている(図1)8･9)｡インドの砂漠土壌より分離された
Pinformospwe indicaも植物体のリン酸含有量を増加させ,生育を促進す
る10㌧　また,地上部のエンドファイトとして報告のあるNeo妙hodium
coenophialumも牧草の根部に定着し,宿主の生育を促進すると報告され
ている11)｡以上はすべて菌類側から植物側へ与える利益である｡しかし,菌
類側の利益に関する報告はない｡この疑問に対して多くの研究者は,菌が
生息する場所として根を供給していると答えている｡確かに,根面あるい
は土壌中に比べ,根内に生息出来ることは他の菌類との競合の点から見て
も有利であることは否定出来ないが,実験的に証明された例はない｡VA菌
根菌やランの菌根菌等では;嚢状体,樹枝状体,及び菌球等の構造物を作
り,主にその構造物を介して宿主植物との物質交換を行っていることが明
らかにされている｡しかし,根部エンドファイトはそのような構造物を作
らず,菌糸のみで細胞間あるいは細胞内に定着しているので,物質レベル
で植物側から菌類側への移行に関する研究は進んでおらず,報告もない｡
138
3.根部エンドファイトの宿主特異性
2種の根部エンドファイトLeotodontidium orchidicola及びPhialoce_
Phalafortiniiを4種類の高山･亜高山帯植物,すなわちキンロバイ,チョ
ウノスケソウ,ヤナギ属植物のサリックスグラウカ及びカナダトウヒに接
種し,被接種植物体の乾物重を測定することにより宿主特異性を調査した
ところ,2種のエンドファイトとも,宿主特異的であることが報告されてい
る12'｡一方,ハクサイの根部エンドファイトH. chaetospi771は,アプラナ科
以外にもウリ科,セリ科,キク札アオイ科,ナス科,アカザ科及びネギ
科に定着し(表1)8･9', P. indicaもモロコシ等のイネ科植物,タバコ及び樹
木にも定着することが確認されており10',宿主特異性はなく,むしろ宿主範
囲が広いことがわかっている｡このように,宿主特異性に関しても,ごく
第1表　HeteylOCOnium chaetospir.aの宿主範囲
供試植物　　　　　　　定着率(%)
アプラナ科　ブロッコリー　　　　　　　89
キャベツ　　　　　　　　　　95
ダイコン　　　　　　　　　56
カリフラワー　　　　　　　89
マスタード　　　　　　　　　56
ストック　　　　　　　　　　56
ナバナ　　　　　　　　　　　22
クレソン　　　　　　　　　　44
ナス科　　　ナス
トマト
ウリ科　　　メロン
スイカ
セリ科　　　ニンジン
キク科　　　レタス
アオイ科　　オクラ
ユリ科　　　ネギ
タマネギ
シソ科　　　バジル
シソ
30
56
56
56
3　9　2　3　0　nU　73　8　2　1　　　　0　6
1
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限られた種類で報告されているのみであるが,植物と微生物との相互作用
を分子レベルで解明するモデルとして,根部エンドファイトの利用が有望
視され,研究が進められている｡
4.土壌病害防除への利用
土壌病害防除への利用では,筆者らのグループによる根部エンドファイ
トH･ chaeto申iylaによるハクサイの土壌病害防除への取り組みが唯一の報
告である8･9)｡土壌病害の生物防除に使用されてきた大部分の生物防除資材
は,主に植物の根圏に定着するものであった｡植物の根圏は,植物の根と
土壌との接点であり,変化しやすい複雑な環境であるため,植物と病原菌
の相互作用の解明が困難であり,生物防除による病害抑制効果を妨げる大
きな要因となってきた｡
そこで,筆者らはエンドファイトの性質を利用して,植物根内に相互作
用の場を移し, Plasmodiophwa brassicaeによるハクサイ根こぶ病(図2)
及びVeuicillium dahliaeによるハクサイ黄化病(図3)の難防除病害を制
御することに成功した8･9)｡このH. chaetospiylaは,ハクサイ根の表面に付着
器を形成し,そこから侵入菌糸を延ばし,皮層細胞内に達し,細胞内菌糸
を形成する｡この細胞内菌糸が再び付着器を形成し,侵入を繰り返し,皮
層細胞内を移動し,定着部位を拡大していくという一連の定着過程をとる
図2　ハクサイ根こぶ病防除試験
A:対照区, B:根内エンドファイト接種区,矢印:根こぶ形成
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図3　ハクサイ黄化病防除試験
左:対照区,右:横内エンドファイト接種区
(図4)｡本エンドファイトは,ハクサイ根内,特に根端部に移動･定着する
ことにより,根こぶ病菌や黄化病菌などの病原菌の根内への侵入を防いで
いた(図5)｡なぜ,根端部に定着すると宿主植物に病原菌が感染できない
図4　H. chaeio申iraのハクサイへの侵入,定着過程
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図5　ハクサイ根端部の皮膚細胞内に定着している根内エンドファイト
矢印:根内エンドファイト
のか?現在,病害抑制能力に変化が生じた本エンドファイトの突然変異
体を利用して,分子レベルでの解明が精力的に進められている｡また,バ
ナナの根部より分離されたエンドファイトのRadopholus similis (セン
チュウ)に対する効果も検討されている13)0
5.根部エンドファイトの安全性
根部エンドファイトは,地上部のエンドファイトとは分類的に全く異な
るグループで有り,家畜及び他の生物に対する毒性の報告もない｡中でも,
根部エンドファイトH. chaetospiy7aは,植物毒性,抗細菌性,マイコトキシ
ン及びマウスに対し経口急性毒性を示さなかった｡
土壌中には植物と共生関係にある菌類,VA菌根菌,ランやツツジの菌根
菌,マツ等の外生菌根菌等が存在することが古くから知られており,毒性
で問題になったことは全くない｡根部エンドファイトも,根部への侵入･
定着過程等で,地上部のエンドファイトよりも,むしろ菌根菌に近い性質
を示す｡根部エンドファイトの研究の進展に伴い,菌根菌との類縁関係も
次第に明らかになることが期待される｡
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.6.根部エンドフアイ_トの今後の展望
植物の根から注意深く菌類の分離を行うと,培地上で暗色コロニーを形
成し,比較的生育が遅く,胞子形成をしない菌類に出会う可能性は高いと
思われる｡大部分は,形態的特徴によって同定することが困難なため,莱
験室の隅に追いやられていたり,果ては目的の菌類のコンタミとして破棄
されていることも多い｡それらの菌類の中には,植物と共生関係にある根
部エンドファイトが潜んでいる可能性が大いにある｡数多く存在する土壌
菌の中で,どの菌類が植物と共生関係を結び,エンドフアイテックに定着
する能力があるのか,今後,研究が進むにつれて,おそらく,想像を越え
る数の菌類が根部エンドファイトであることが明らかに成るであろう｡上
述のH. chaeto申iraに関しても土壌菌としては古くから知られているが,
植物と共生関係にあるエンドファイトで有り,しかも土壌病害防除に有効
であることが,我々のグループによって初めて明らかにされた｡この未知
の可能性を秘めた菌類のグループである根部エンドファイトは,まさに新
しい資源を生み出す宝庫である｡近い将来,これらマイナーな菌類が脚光
を浴び,研究が発展することを期待する｡
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エンドファイトの耐虫性付与と
宿主特異性機構
古　賀　博　則
は　じめに
エンドファイトが一躍注目を浴びるようになったのは,アメリカ合衆国
で問題となっていたフェスク･トキシコ-シスと呼ばれる牛の中毒症状の
原因として,1977年にエンドファイト説が提唱されてからである1)｡その後
の研究で,エンドファイトに感染している植物は非感染植物と比べると,千
ばつに強くなることが明らかとなった｡したがって,エンドファイトの家
畜毒性が知られていなかった時期には,耐乾性植物を選抜していくと,エ
ンドファイトに感染した植物が選抜され,それが畜産農家に普及していっ
たものと考えられる｡また農家の草地でも干ばつの度に,エンドファイト
に感染した植物のみが淘汰されていったものと推測される｡その結果,エ
ンドファイトに感染したトールフェスクを多量に摂食した家畜が,中毒症
状を起こすようになったと説明される｡このように,このエンドファイト
は,耐乾性付与という有益面と家畜中毒という有害面の両面を一緒に持っ
ていて,干ばつという淘汰圧がかかったことによって,モンドファイトに
感染した植物の比率が増好して家畜中毒が起きるようになったものと推測
されている2)0
一方ニュージーランドでは,ペレニアルライグラスを摂食した羊が神経
筋機能の低下と同時に,首や四肢に震えをを起こすライグラス･スタッガ-
と呼ばれる疾病が問題となっていた｡このライグラス･スタッガ-もペレ
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こアルライグラス中のエンドファイトが原因であるという説が1981年に
提唱された3)｡ニュージーランドではオサゾウムシの一種のArgentine
stem weevilという害虫が大発生し,ペレニアルライグラスの草地を喰い
荒らし大問題となっていた｡しかし,エンドファイトに感染した植物は,こ
の害虫に対して強い耐虫性を発揮する.したがって,ニュージーランド中
にエンドファイトに感染した植物のみが淘汰され,増殖していったことは
容易に想像できる｡このように,ニュージーラングでは害虫が淘汰圧となっ
て,エンドファイトに感染した植物が増え,それを摂食した家畜が中毒症
状を起こすようになった｡
家畜はエンドファイトに感染した植物を好んで食べるのではなく,感染
していないものを先に食べて,それがなくなるとやむを得ずェンドファイ
ト感染植物を食べて中毒を起こすことが知られている｡家畜中毒が有害と
いうのは人間から見た観点であって,植物が草食獣に食べられないで生き
残っていく.ためには,家畜中毒はきわめて有益な機能であると考えられる｡
このエンドファイトは,そもそもは病原菌であったものが,長い進化の
過程で共生菌へと変わってきたものと考えられており,微生物の共生戦略
という観点からも極めて興味深い｡ここでは,このイネ科のエンドファイ
トの種類と生活史,とりわけ耐虫性付与そして人工接種した時に問題とな
るエンドファイトと植物間の特異性について述べる｡
1.イネ科植物エンドファイトの種類と生活史
1)イネ科植物エンドファイトの種類
自然界でエンドファイトが感染しているイネ科植物は, 300種を越える
ものと推測されている｡主としてC3植物に共生するエンドファイトとし
ては, Neo妙hodium属菌やEpichloe属菌などがあり,主としてC｡植物に
共生するエンドファイトとしては, Ephelis属菌やBalansia属菌などがあ
る(表1)｡また,その生活史で子座を形成するかどうかで2つのタイプに
分けられる｡すなわち,一つは子座を形成することなく,一生を植物体内
で過ごす非子座形成エンドファイト(Neoti4)hodium属菌など)で,もう一
つは,子座形成のために植物体外で一時期を過ごすことがある子座形成エ
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表1.イネ科植物の主要なエンドファイトの種類
エンドファイトの属名
無性世代　　　　　　　　　有性世代
主としてC｡植物　　　　　　Neoti4)hodium EPichlo～●
主としてC4植物　　　　　　Ephelis Balansia
Balans tops is
A tkinsonella
Myyiogen ospo ra
ンドファイト(Epichloe属菌やEphelis属菌,それにBalansia属菌などは
これに含まれる)である. Neoti4)hodium属のエンドファイトはこれまで
Acremonium属に分類されていたが,最近新属として分離した｡非子座形
成エンドファイトのNeoti4)hodium属菌の有性世代は,子座形成エンド
ファイトのEpichloe属菌と考えられている｡同様に,Ephelis属菌の有性世
代はBalansia属菌と考えられていたが,最近リボソームDNAの塩基配列
の比較から,これを否定する結果が得られた4)｡これらのエンドファイトの
なかには,表2に示すように様々な有用機能を持ったエンドファイトが見
表2.イネ科植物の主要なエンドファイトと,それらの感染によって付与され
る有用機能
寄主植物　　　　　エンドファイトの種類　　　　　　有用機能
ペレニアルライグラス
ペレニアルライグラス
トールフェスク
トールフェスク
メドゥフェスタ
チュ-イングフェスク
チモシー
スズメノヒエ
Panicum agrostoides
(キビ属の一種)
Neo妙hodium lolii
Gl/iocladium様エンドファイト
N. coenophialum
PhialoPhora様エンドファイト
N. uncinatum
Epichloe妙hina
Epichloe妙hina
Ephelis sp.
Balansia q少en'
耐虫性,耐乾性,収量の
増加(生育旺盛)
耐虫性
耐乾性,耐虫性,
耐線虫性,耐病性
耐虫性
耐虫性
耐虫性
耐病性
耐虫性
耐虫性
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つかっている｡
2)エンドファイトの生活史
ペレニアルライグラスやトールフェスクなどの感染種子内にいる
Neotyphodiumェンドファイトの菌糸は,種子の発芽と同時に伸び始め,幼
苗の生育にしたがって植物体内で伸展し,植物が種子を結実させると,菌
糸も種子内へと伸展する｡このように,エンドファイトは感染種子から植
物へ,そこでまた種子に移行するという一生を送る(図1).このためエン
ドファイトは,感染種子を採種するだけで容易に殖やすことができる｡ま
たエンドファイト感染による耐病虫性などの付与は,植物が枯死するまで
持続するという利点がある｡子座を形成しないエンドファイトは,植物体
内だけにおり,植物体内で胞子を形成することはない｡このため自然界で
他の植物に感染することはないと考えられている｡
エンドファイトの菌糸は,植物体内のほとんどの部位で伸展している｡た
だし根だけは例外で,エンドファイトはほとんどいない｡菌糸は植物細胞
内に侵入することはなく,細胞と細胞の間隙(図2)や,梓や穂くびの髄腔
面上を伸展している｡エンドファイトの菌糸は,その周辺の植物細胞に加
害を及ぼすことなく,植物から円滑に養分や水分の供給を受けているよう
に見うけられた5･6)0
チモシーやチュ-イングフェスクなどでは出穂時に,エンドファイトは
子座を形成する｡チモシーでは初めに無性世代の分生子を形成し,その後,
子のう胞子を形成するが,子のう胞子の感染については不明な点が多い(図
1)｡チュ-イングフェスクでの有性世代は海外で報告されているが,わが
国では確認されていない7)｡この子座形成はがまの穂病と呼ばれ,この疾病
に躍ると出穂しないため種子の収穫ができなくなるという被害がでる｡こ
のがまの穂病の病原菌は有性世代がEpichlob'typhinaで,無性世代は
Neotyphodium typhinumである｡チモシーではエンドファイトはこのよう
にがまの穂病として加害する反面,重要病害である斑点病8)や黒さび病9)
に対して耐病性を付与することが明らかにされている｡
一方,主としてC｡植物では穂がEphelis属菌の子座によって被われる,
いわゆるミイラ穂病が知られている10)0 Balansia属菌では,子座が葉身や
エンドファイトQ)一耐虫性付与と宿主特異性機構149
rr'/
_,__･--I A㊨:I,1････ ~~一一
言
子のう頼形成　　　　　子のう頼
｢さ:'t7~--
種子6〆エンドファイト歯糸
.'桂貫に
i---::--i
:花巻感染(ウ)
-: ≠二一一･一･一一一◆
図1.エンドファイトの生活環
太い実線: Neo妙hodiumエンドファイトの生活環
細い実線:子座形成エンドファイトのELIichloeの生活環
図2.ペレニアルライグラス葉身の葉肉組織の細胞間隙を伸展しているエンド
ファイトの菌糸(矢印)
PC:葉肉細胞
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節などにも形成されることが報告されている11)が,これらのエンドファイ
トの生活史については,ほとんど明らかにされていない｡
2.イネ科植物エンドファイトの耐虫性付与
エンドファイトに感染した植物は,広範囲にわたる多種の害虫に対して
耐虫性となることが知られている(表3)12)｡わが国ではエンドファイトに
表3.エンドファイト感染植物が活性を示す昆虫の種類a)
甲虫目
ハムシ科
コガネムシ科
ゾウムシ科
オサゾウムシ科
ゴミムシダマシ科
鱗題目
ヤガ科
メイガ科
半題目
異趨亜目
同趨亜目
直題目
トビハムシの一種(Chaetocnema pulican'a)
コガネムシの一種(Heteronychus ay.ator)
ゾウムシの一種(ListylOnOtuS bonariensis)
オサゾウムシの一種(Sphenopho7uS Paruulus,
Sphenopho7uS inaequalis, SphenophoniS minimus)
シバオサゾウムシ(SPhenophoniS VenatuS)
コクメストモドキ(Tn'bolium casianeum)
カブラヤガ(Agrostis segetum)
ヤガ科の一種(Graz)hania mutans, SpodoPteya en'dania)
ツマジロクサヨトウ(SpodoPtera fnigiPerda)
ウスギンツトガの近縁種(Crambus spp.)
シバットガ(Payt砂ediasia teter.ella)
コナカイガラムシの一種(Balancoccus poae)
ナガカメムシの一種(Blissus leucopienlS hirtus,
Oncof･eltus jTasciatus )
ヒロズヨコバイの一種(Agallia constyicta)
オオヨコバイの一種(Draeculacephala antica)
ヒメヨコバイの一種(Endria inimica)
アプラムシの一種(Diu71aPhis noxia)
ムギクビレアプラムシ(Rhopaloslbhum padi)
ムギミドリアブラシ(Schizaphis graminum)
コオロギの一種(Acheta domesticus)
a)Latch (1993年)12)を一部改変した｡
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感染したペレニアルライグラスやトールフェスクが,芝草の重要害虫であ
るシバットガに顕著な耐虫性を示すことが明らかにされた13)｡シバットガ
以外には,わが国7;はムギクビレアプラムシ14'やスジキ.)ヨトウ15'それに
ヒラタコクヌストモドキ16)などに対して耐虫性を持つことが明らかにさ
れている｡
エンドファイトに感染した植物が耐虫性を持つ機構については,ムギミ
ドリアプラムシやオサゾウムシの一種などに対してはアルカロイドの一種
であるベラミン(図3)が忌避効果を示すことが実験的に証明されている｡
JolitTem a
-0,yPa N ixNE2
X RJZAC
R言CIIO
peramine loline aJka】oid
LS<]3,エンドファイトに感染した植物に産生される家畜毒性アルカロイド
(lolitrem B,ergovaline)と耐虫性アルカロイド(peramine, lolinealka-
loid)
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またムギクビレアプラムシやオオヨコバイの一種などに対しては,ロリン
アルカロイド(図3)が摂食阻害を起こすことが知られている2)｡しかし,シ
バットガに対する耐虫性物質については,現在のところ上述の既知物質と
同一物質か否か明らかにされていない｡
3.エンドファイトの人工接種による耐虫性付与
耐病虫性など有益な機能を持ったエンドファイトは,植物への人工接種
に一旦成功すれば,その植物は枯死するまでその機能を発揮するものと考
えられる｡またすでに述べたように,その植物を結実させることによって,
エンドファイト感染種子を容易に殖やすことができる｡
エンドファイトの人工接種は,通常の植物病原菌で行われている方法で
は成功例がなく,現在のところ幼苗の分裂組織に菌体を付傷接種する方
法17)とカルスに接種する方法18)で成功している｡幼苗の分裂組織に,培地
上で培養したエンドファイトの菌糸を付傷接種する方法でペレニアルライ
グラスとトールフェスクから分離したエンドファイトを非感染のそれぞれ
の植物に接種した結果,感染が認められ,それらはシバットガに対して耐
虫性を発揮することが確認された｡また,この耐虫性は接種した世代だけ
でなく,採種した次の世代でも充分にその効果は持続されることが示され
た19)｡ラフブルーグラスへのエンドファイトの人工接種によっても,シバッ
トガに対して耐虫性を付与できたと報告されている15)｡
4.エンドファイトの人工接種における今後の研究課題
1)家畜毒性の問題
エンドファイトは耐虫性付与のような有益面と家畜中毒という有害面を
持っており,牧草として利用する場合には家畜毒性が問題であった｡しか
し最近,家畜毒性物質としてロリトレムB (図3)とエルゴバリン(図3)
が,耐虫性活性物質としてベラミン(図3)とロリンアルカロイド(図3)
が単離され,化学構造が決定された｡この一連の研究から,家畜毒性物質
と耐虫性活性物質とは異なることが明らかとなった｡そして,実際に家畜
毒性がなくて耐虫性活性のみあるエンドファイトが,自然界で見出されて
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きた20･21)｡現在,このエンドファイトを牧草に人工接種することによって,
耐虫性の牧草を育成する研究が行われ,商品化が試みられている(Latch私
信)0
2)人工接種時の特異性の問題
エンドファイトの人工接種はペレニアルライグラスやトールフェスクな
ど一部の植物に対しては成功している｡しかし,わが国で主要な芝草であ
るベントグラス,コウライシバ,ノシバなどでは,エンドファイトは見出
されていない｡したがって,今後これらの植物に人工接種によってエンド
ファイトを,いかに感染させるかが課題となっている｡この課題は植物と
エンドファイトとの間に某折口性･非彩辞口性の特異性がある5)ことと深く関
わっている｡すなわちエンドファイトが本来の寄主に近縁の植物では,人
工接種による感染も可能であるが,寄主と遠縁の植物では感染の可能性は
低くなるであろう｡したがって,ベントグラスに属のまったく異なるペレ
ニアルライグラスやトールフェスクから分離したエンドファイトを接種し
ても,感染に成功する可能性は低いと考えられる｡しかし,ベントグラス
と同じ属であるAgrostis属の数種の植物にはエンドファイトが見つかっ
ているので,それらをベントグラスに人工接種すれば感染に成功する可能
性は高い｡最近, Agrosiis属植物から分離したエンドファイトをベントグ
ラスへの人工接種に成功したとの報告がなされている22)0
エンドファイトを人工接種した時に被接種植物との間で起きる非業折口性
反応として,次のようなことが考えられる｡
(∋　幼苗の分裂組織に接種しても,エンドファイトの菌糸がその部位か
らまったく伸展しないで死滅してしまう｡
(塾　分裂組織で菌糸は伸展するが,それ以外の部位には伸展しないで死
滅してしまう｡
③　被接種植物の若い組織では,エンドファイトの菌糸は伸展できるが,
葉齢が進んだ組織では菌糸が死滅してしまう(図4-A, B)｡エンドファイ
ト菌糸と植物組織との接触場面を透過電子顕微鏡で観察すると,親和性組
み合せでは,菌糸は細胞間質で被われ,植物と菌糸間に代謝産物の授受が
活発に行われていることをうかがわせる｡非親和性組み合せでは,細胞間
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図4.植物組織内のNeothhodiumエンドファイト菌糸の中性赤染色による生
死鑑別(Koga el al. 19935))
A:親和性組合せでは,菌糸(H)内の液胞(Ⅴ)が中性赤で染色されてい
ることから,菌糸は生きていると判断される｡
B:非親和性組合せでは,中性赤で染色されていないことから,死滅してい
ると判断される｡
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図5. Neoihhodiumエンドファイト菌糸と植物組織の接触場面の透過電顕写真
(Koga et al. 19935))
A :親和性組合せでは,菌糸(H)は細胞問質(IM : intercellularmatrix)
で被われており,菌糸の細胞壁の周囲に繊維状構造物(FS)が観察され,檀
物と菌糸間に栄養分や代謝産物の授受が活発に行われていることを示唆し
ている｡
B:非親和性組合せでは,細胞間質は高電子密度となって変性しており,菌
糸内の原形質膜(PM)の断片化が起きている｡ HCW:宿主細胞壁, IS:初
胞間隙
156
質は高電子密度となって変性しており透過性を喪失していると考えられ
る｡また,菌糸内は原形質膜の断片化などが認められた(図5-A, B)5)0
④　人工接種によって一旦は全身に感染するが,数か月後には消失して
しまう｡
⑤　感染したことによって,植物の生育が不良になる｡この場合には,菌
糸が通常の場合より多量に増殖することが知られている23)｡
人工接種したエンドファイトが被接種植物と親和性になるか,それとも
非親和性になる`かは,究極的にはエンドファイトの遺伝子と植物の遺伝子
との組合せによるものと考えられる｡この特異性の解明に向けて,組織化
学的,また分子遺伝学的な取り組みが望まれる｡
おわり　に
エンドファイトは病徴を全く示さないか,病徴を示しても出穂期など特
定の時期に限られることから,通常の植物病原菌の場合と比較して,研究
が著しく遅れていた｡しかし,この病徴を示さないで植物体内に共生して
いるという特質こそが,病害虫防除へのエンドファイトの利用に幸いして
いるともいえよう｡これまでのエンドファイトの研究は主として寒地型の
牧草･芝草などに限定されていた｡しかし,エンドファイトは熱帯から寒
帯までの多種多様の植物に共生しているものと考えられる｡今後,さまざ
まな植物でエンドファイトが研究され,エンドファイトの持つ有益･有害
機能と寄主植物との共生機構が解明されることが望まれる｡
これまで括抗微生物の研究が精力的に行われてきたが, ｢括抗微生物は環
境の影響を受けやすいため,それをいかに対象の植物に定着させるか?｣と
いう問題があった｡この点エンドファイトは植物に最初から共生しており,
定着の問題はないものと考えられる｡今後,種々の病害虫に対して防除効
果のあるエンドファイトが見つかるようになれば,少なくともその病害虫
に対する農薬の使用は減らせ,環境保全にも貢献するものと期待される｡
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イネ科植物に共生する
エンドファイトの探索
篠　崎　　　聡
1.はじめに
エンドファイトとは,イネ科植物に共生する糸状菌の総称で,ここでは
グラスエンドファイトとよばれるNeo妙hodium属エンドファイトを示
す｡エンドファイトに感染,共生している宿主植物は,耐虫性,耐病性,環
境ストレス耐性を示すことが知られているが,その反面,生産するアルカ
ロイドが家畜毒性を生じる原因として報告されている｡エンドファイトは,
イネ科の牧草や芝草での研究が進んでおり,その生産するアルカロイドや
耐虫性機構が報告されている｡
C3イネ科植物の多くには,エンドファイトが共生しており,世界各地に
分布している｡日本でも,北海道から九州までエンドファイトが分布して
いる｡このエンドファイトの生活環は,種子を通じて後代へ伝播する性質
を有するため,宿主植物とエンドファイトの共生は,非常に重要であり,種
が異なる宿主への感染,共生は非常に稀である｡また, C4イネ科植物では,
Ephelis属などのエンドファイトが存在しているが,これ.らのエンドファ
イトは出穂期にミイラ穂と'よばれる病徴を示すことで知られている.
ここでは, Neoti4)hodium属エンドファイトの日本国内での探索とその
検出方法及び,これらのエンドファイトを利用した耐虫性芝草の開発に関
して紹介する｡
2.エンドファイトの探索と検出
エンドファイトは,宿主植物の細胞間隙に存在するため,外見からはエ
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ンドファイトの有無は識別できない｡そこで,一般的には,植物の組織を
剥ぎ取り,これをアニリンブルーなどの染色液で染色した後,光学顕微鏡
で観察する方法が用いられる｡図1が細胞間隙中のエンドファイトの菌糸
を示したものである｡また,顕微鏡による観察が困難な植物では,エンド
ファイトを抗体に用いたELISA法によって,植物体から検出を行った｡こ
の手法は簡便かつ,組織が固いイネ科植物には有効な手法である｡具体的
には,エンドファイトの菌糸を抗原として,久サギを用いて抗血清を作製
し,植物抽出液を試料として,反応させ, 2次抗体としてアルカリフオス
プアタ-ゼ標識酵素で反応させ,マイクロプレートリーグにて450nmの
波長を検出した｡
筆者らは,日本各地からイネ科植物を収集し,これまでに1,000系統を超
えるエンドファイトを収集分離した｡これまでに検出されたエンドファイ
トの宿主植物は,ウシノケグサ属,イチゴツナギ属,イブキヌカボ属,ド
ジョウツチギ属,コメガヤ属,ホガエリガヤ属,メカボ属,アワガエリ属,
スズメノチャヒキ属,ヤマカモジグサ属,エゾムギ属などであり,自生植
図1.植物細胞間隙に存在するエンドファイトの菌糸
(写真の中央の線が染色された菌)
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物から帰化植物まで分布している｡これらの植物は,遺伝資源として圃場,
温室にて管理する一方,分離培養したエンドファイトを保存している｡
エンドファイトの分離は,強めの滅菌条件で植物組織を滅菌して,これ
をPDA培地にて培養することで可能である｡表面の雑菌は殺菌されるよ
うな条件が必要である｡また,培地上でのエンドファイトの生育は,非常
に遅く,高温を避けた培養が要求される｡また,エンドファイトは種子の
こふん層に存在するため,種子中の保存も可能であるが,長期保存では低
港,乾燥条件が必要である｡
3.エンドファイトの生産するアルカロイドなどの天然物
エンドファイトは,耐虫性物質としてベラミン(peramine)やロリン
(loline),家畜毒性物質としてエルゴバリン(ergovaline)やロリトレム
(lolitrem)を生産している｡これらの物質は,植物が動物や昆虫などから
の食害を防ぐことに利用されており,エンドファイト非感染植物に対して
感染植物が生存していく上で大きな利点となる｡植物にとっては,エンド
ファイトを共生させることで,これらの形質を獲得することが可能になる｡
従って,劣悪な環境条件下で植物が生育する際に,大きなア臣寸ンテ-ジ
となる｡
これらのアルカロイドは,全てのエンドファイトが生産するものではな
く,一部の系統では,ベラミンのみを生産するものが存在する｡このエン
ドファイトはエンドセーフ(endo-safe)と呼ばれ,耐虫性を示す一方,家
畜に毒性を示さない特徴から,有用なエンドファイトである｡これは,既
にペレニアルライグラスからニュージーランドの研究者ら.によって,スク
リーニングされ,特許化さIしている.
筆者らは,エンドセーフの探索と耐虫性物質の探索のため,アルカロイ
ドの分析を行っている｡用いた試料は,収集したエンドファイト感染植物
及び人工的に接種した植物を供試した｡ベラミンは, Rowan (1989)らの
手法により,抽出,精製し,逆相HPLCにて検出した｡また,ロリン類は,
Yates(1990)らの手法により,抽出,精製し,キャピラリーGCにて検出
した｡また,エルゴバリンは, Rottinghaus (1991)らの手法により,抽出,
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精製し,逆相HPLCの蛍光検出器にて検出した｡
ベラミンは,供試した多くのの植物から検出され,日本のエンドファイ
ト感染植物に普遍的に存在していることが判明した｡また,ロリン類は,
MS分析の結果,構造が決定したが,個体による差異が観察された｡生産し
ていない植物も観察された｡また,エルゴバリンを含むエルゴペプテンは,
現在,構造を同定中であるが,やはり,個体間に差異が見られた｡また,エ
ルゴペプテンは濃度が非常に低く,検出が困難なものが多かった｡これは,
植物が熱ストレスにさらされたときに生産することが知られており,日本
の環境下では,生産量が低い事が予想される｡
現在は,研究開発途中であるが,エンドセーフ探索の可能性が見えてき
た｡また,大量にサンプルをスクリーニングする際には,簡易的に検出す
る手法が不可欠である｡そこで,現在は,アルカロイドの抗体を作製し,
ELISAによる検出方法を試みている｡
4.エンドファイトの人工接種による芝草への耐虫性の付与
エンドファイトの宿主認識は,非常にタイトでほとんどの場合,宿主が
異なるとエンドファイトは生存できない｡また,エンドファイトの植物へ
の感染能力は非常に低く,接種方法も通常の病原菌の手法と異なる｡従っ
て,一般的にはこれまでにエンドファイトの存在しない植物への導入は難
しい｡
芝草の分野では,ペレニアルライグラスやトールフェスクなどの一部の
植物では,既に自然界でエンドファイトが存在している｡従って,新しい
品種などへの導入は,交配や接種によって可能である｡交配の場合は,母
系の種子を回収すれば,感染種子を回収できる可能性がある｡しかし,エ
ンドファイトが存在しない有用な芝草であるケンタッキーブルーグラスや
ベントグラスでは,エンドファイト感染種子が流通していない｡これは,こ
れらの植物に共生しうるエンドファイトが発見または開発されていないた
めである｡欧米の大学や種苗企業では,これらの菌の探索が精力的に推進
されている｡
筆者らは,探索したエンドファイトから栽培芝草品種であるラフブルー
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グラスへのエンドファイトの導入に成功した｡以下にその実施例と効果を
示すことにする｡
ラフブルーグラス(Poatrivialis)は,日本では使用例が少ないが,米国
などでは冬場のグリーン用の芝として人気がある.接種に使用したエンド
ファイトは収集したエンドファイトであり,総当たり的に接種を行った｡供
試したラフブルーグラスの種子は,流通品種セイバー(Sabre)で,表面殺
菌の後,寒天培地に播種し, 25oC,暗黒秦件で無菌的に発芽させた｡発芽
後,幼植物をクリーンベンチ内で成長点にメスで傷をつけスリットを作り,
分離培養したエンドファイトの菌糸を挿入した｡接種後に,植物は暗黒条
件および照明条件で培養した後,順化し,温室で育成した後,顕微鏡によっ
て感染を確認した｡人工接種の流れを図2に示した｡接種の結果, FERM-
15862のエンドファイトが植物に感染することが判明した｡
この感染植物は順調に生育し,圃場で開花後に種子を結実した｡この種
子にはエンドファイトが感染しており,後代への伝播が証明された｡現在
は2代目以降のの植物も感染が確認されている｡さらに,ラフブルーグラ
スのその他の品種でも人工接種による感染が可能であり,品種間の差異な
く感染する菌であることが判明した｡
宙-竃鎧終車包
洋種　　　　　　　　　　発芽　　　　　　　　切れ込み　　　　　　　菌糸を挿入
責テ章
図2.人工接種方法の流れ
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図3.エンドファイト感染芝草の圃場検定結果
このエンドファイト感染植物を栄養繁殖させ,圃場にて耐虫性などの検
定を行った｡静岡県富士宮市の実験圃場では, 1997年の夏に芝草の主要害
虫であるシバットガが発生し,エンドファイト感染個体のみが食害を受け
ずに,芝の品質を維持できた｡圃場検定の結果を,図3に示した｡
現在,この耐虫性のメカニズムについて調査しているが,これまでにカ
ノクラビン(chanoclavine)がHPLCで検出されている｡しかし,ベラミ
ンは検出されておらず,その他のアルカロイドについては現在分析中であ
る｡耐虫性のメカニズムの解明が期待される｡
このエンドファイト感染ラフブルーグラスは,米国にて評価試験を計画
しており,近い将来,米国を中心とした世界各地で利用されることが期待
される｡
5.今後の展望
エンドファイト技術による生物防除は,化学農薬に替わる技術として,注
目されている｡しかし,主要芝草への導入が難しいことや,エンドセーフ
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の開発などまだ,超えなければならないハードルが数多くある｡また,塞
礎的な研究が遅れており,植物とエンドファイトの共生機構や相互作用,ケ
ミカルコミュニケーションなど研究テーマは山積みである｡今後は,植物
や,病理の研究者に加え,天然物化学,分子生物など多方面にわたる研究
者のプロジェクト研究が必要であると感じている｡今後,エンドファイト
に関して興味を持っていただければ,幸いである｡なお,本研究の一部は
社団法人日本飼料作物種子協会の委託事業である｢スーパーグラス開発促
進事業｣によって実施された｡
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野生イネおよび栽培イネ在来品種の
エンドファイトの探索
南　沢　　　究
は　じめに
近年,野生植物体内に内生している細菌や菌類などの存在がしだいに明
らかにされ,植物に耐虫性,耐病性,生育促進,窒素固定などの有用機能
を与えている場合のあることが明かになりつつある｡従来,植物に内生し
ている微生物の研究は,根粒菌･菌根菌･根圏微生物など,土壌と接する
根部を中心として行われてきたが,植物体地上部の内生微生物(エンドファ
イト)に着目した研究は,植物病原菌の分野を除いてほとんど行われてい
ない｡作物化された植物は,肥料や農薬の施用を前提とした栽培化によっ
て,本来の内生微生物が失われた可能性も考えられた｡そこで,従来検索
の対象となっていない野生イネおよび栽培イネ在来品種を対象にこれらの
内生微生物の探索を行った｡
イネはアジアを中心とした世界の主要穀物の一つであり,人間による長
い栽培化の歴史がある｡栽培イネ(01yZa Satiua)の生態型として,日本型,
インド型,ジャワ型(熱帯日本型)が知られているが,ジャワ型は東南ア
ジアの焼畑などの劣悪な環境下における粗放的な栽培に適している栽培在
来品種のグループである.野生イネは,東南アジアからオーストラリア,ア
フリカ,南米,中米にかけて,沼沢地,低湿地あるいは半陰地に自生する
07yZa属の野生種である1)0
東北大学遺伝生態研究センター
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1.野生イネおよびジャワ型イネに内生している微生物の単離
同定
東北大学遺伝生態研究センターで維持されている,野生イネおよびジャ
ワ型イネの主に茎に内生している微生物の単離同定を行った｡植物サンプ
ルをエタノールおよび次亜塩素酸ナトリウムまたは次亜塩素酸カルシウム
で十分表面殺菌した後,無菌的に分割した試料をPDA培地上に置き,生育
してくる細菌や糸状菌を分離した｡単離された細菌は,細菌の分類の重要
な指標であるグラム染色によって,グラム陽性および陰性の判定および形
態の観察を行った｡次に,細菌細胞のライゼ-ト調製し,それをテンプレー
トとして16SrRNA遺伝子の部分配列を決定し, FASTAプログラムを用
いてDNAデータベース(DDBJ/EMBL/GenBank)と相同性検索を行っ
た｡進化系統樹は, ClustalWを用いて近隣結合法で行った｡生育の遅い糸
状菌は,抗Acremonium抗体によるELISA分析を行った｡また,酵母様
の真核生物については, 18S rRNA遺伝子の部分配列の決定を同様に行っ
た｡
単離された細菌の16SrRNA遺伝子の部分配列に基づいた系統樹を図
1に示した｡概観すると,かなり広い分類群の細菌が認められたが, α-
ProteobacteriaとHighG+C Gram positiveに多く分布していることが特
徴的であった｡三井･服部らが,水田土壌から培養法で分離した細菌では,
β-ProteobacteriaおよびLow G+C Gram positiveに属する細菌も比較的
多数兄い出されているが,野生イネおよびジャワ型イネの茎葉に内生して
いると考えられる今回の分離菌にはほとんど兄い出されなかった2)｡
グラム陰性のα-Proteobacteriaは,根粒菌･ Agrobacterium ･ Azospiril-
lumなど植物と関係の深い細菌が含まれているが,今回のイネからの単離
細菌は, Methylobacterium属細菌の出現頻度が高く(図1),多数の野生イ
ネおよびジャワ型イネから分離された(表1)｡また, α-Proteobacteriaに
属する単離細菌として,葉面細菌であるSphingomonasや根圏の生育促進
菌であるAzospirillumに近縁なものが, β-Proteobacteriaでは,サトウキ
ビに内生している窒素固定細菌Herbaspirillumに近縁な細菌が,少数なが
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図1野生イネおよび栽培イネ在来品種に内生している細菌の16S rRNA遺伝
子部分配列に基づいた系統樹
ら分離されていることは興味深い｡グラム陽性菌では, Curtobacteriumが
多数の野生イネおよびジャワ型イネから単離されていた(図1,表1)0
2.分離頻度の高いMethylobacterium属, Curtobactel.iutn
属細菌
Methylobacterium属細菌は,自然環境や都市環境に広く分布し,ピンク
色を呈するグラム陰性菌で;メタノールなどのCl化合物を炭素源として
生育する｡ Methylobacteriumは,ワタやトウモロコシの組織に内生菌とし
て3),また,組織培養の際の除去しにくいコンタミ菌としても兄い出されて
おり4),その機能はよくわかっていないが植物の内生する能力があるので
はないかと考えられる｡また, Methylobacierium o7ganOPhilumは,様々
な炭素化合物と同時にメタンを炭素源やエネ)I,ギ-源として生育可能であ
る5)ので,今回イネから分離されたMethylobacterium属細菌も,そのよう
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表1野生イネおよび栽培イネ在来品種から分離された
Methylobacterium属, Curtobacten'um属細菌
Close
relatives
(homology) Organ Species
Methylobacterium sp. (97-990/.) 1)
BI Red Stem
B 13　　　　　　Red Stem
B 1 5　　　　　　Red Stem
B20　　　　　　Red Stem
B2 1　　　　　　Red Stem
B22　　　　　　Red Leafsheath
B23　　　　　　Red Stem
B25　　　　　　Red Stem
B28　　　　　　Red Stem
B32　　　　　　　Red Stem
B33　　　　　　　Red Stem
B34　　　　　　　Red Stem
B38　　　　　　　Red Stem
0. sah'ua
0. longl'glumis
0. brachantha
0, saliva
0. satiL)a
0. satiua
0. oj行cinalis
0. latidolia
0, longiglumis
0. nLjpL7gOn
0. minuta
0. ntjiZ>ogon
0. rujipogon
Curtobacterium citreum (98-99O/.) 1)
B 8　　　　　Yellow Stem 0, satiua
B 9　　　　Yellow Stem 0. eichingeri
B14　　　　Yellow Stem 0. longiglumis
B18　　　　　Yellow Stem 0. nLjiPogon
B26　　　　Yellow Stem 0. punctata
1) 16S rRNA遺伝子の部分配列(約500kb)の相同性
な能力があるか否か検討を行っているところである｡
Curtobacterium属細菌は,最初,駒形6)らが中国米の種子より分離し,そ
の後,じゃがいもダイズ,トウモロコシなどの植物体から分離され,
Eru)iniaによる軟腐病に対する耐病性7)や生育促進をおこす内生菌8)とし
て報告されている.また, Curtobacteriumは, β-Glucuronidase活性を持っ
ており,内生菌としてCurtobacteriumが感染している形質転換植物で偽
りのシグナルを与えることが報告されている9)｡ちなみに,今回イネから分
離されたCurtobacterium属細菌もすべてβ-Glucuronidase活性を示し
た｡ Azopsirillum属細菌は,コロナイズするための多糖を菌体外に分泌し,
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コンゴ-レッドを吸収するが,今回単離されたCurtobacterium属細菌も
同様にコンゴ-レッド吸収能を示した｡したがって, Curtobacterium属細
菌は,植物体内に好んで生息するグラム陽性細菌であるとと考えられる｡
3.イネに内生するその他の微生物
本研究を開始した一つの動機は,野生イネ科植物に感染していることが
知られているNeo妙hodiumやBalansiaなどの糸状菌エンドファイトが,
イネ属(0り,Za属)にも兄いだされないであろうかという疑問であった｡イ
ネの茎葉部や種子からは生育の遅い糸状菌が多数単離されたが,ペレニア
)I,ライグラスやトールフェスタに感染しているタイプのNeothhodiumや
Balansiaは,今のところ見つかっていない｡
複数の野生イネから,酵母状の真核生物が単離されたので, 18S rRNA
部分配列で同定を試みたところ,クロボ菌類に近縁な担子菌系の酵母で
あった｡一般に,クロボ菌類は病原菌として知られているが,単離された
野生イネは特に病兆は示していないので,いわゆるエンドファイトの範噂
に入ると考えられた｡パキスタンに自生しているKallargrassという植物
は肥沃でない高塩土壌にパイオニア植物として生育しているが, Kallar
grassにはβ-Proteobacteriaに属するAzowcusという窒素固定菌が内生
している.面白いことに, Azowcusはイネから分離されていないが,クロ
ボ菌類の菌核を住みかにしてイネにも定着している可能性が指摘されてい
る10)｡いわゆる三者共生である｡やはり,内生微生物を広くかつ関連づけて
見ることも重要性であると感じられる｡
4.イネ地上部に生息している窒素固定細菌
1970年代から,イネ根圏における窒素固定菌の研究がフイリッピンの国
際イネ研究所および国立遺伝学研究所を中心として開始された｡これは,土
壌中に生息する遊離の窒素固定細菌が,イネの根から炭水化物などのエネ
ルギー源を受け取り,固定した窒素化合物をイネに渡すという内容で, ｢ゆ
るい共生窒素固定｣または｢協同的窒素固定｣と言われている1･11)｡イネ根
圏の窒素固定菌として, Klebsiella, Enirobacter, Azospirillum,
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Pseudomonas属細菌が同定されてきた｡しかし,イネ地上部の窒素固定の
重要性について指摘されながらも12),本格的な探索は行われてこなかった｡
そこで,野生イネの茎からRennieの半流動培地による希釈法によって,壁
素固定菌の単離を行ってみた｡その結果,国立遺伝学研究所でイネ根圏か
ら分離たされたKlebsiella oxytoca NG13株(59 nmol/hr/tube)と比較し
て高い窒素固定活性を示すAzospirillum属と近縁なB52株とHerbaspir-
illum seropedicaeと非常に近縁なB65が野生イネの茎から単離された(表
2)o B52株は,根圏から分離されたAzospirillum lli)oferumと比較して,培
地上の生育や表現型が多少異なっていた｡以前, Watanabeら12)がイネ地
上部から単離され, Spirillum-like bacteriaと記述していたものと近いか
もしれない｡ Herbaspirillum seroz)edicaeは, Acetobacter diazotrophicusと
ともに,サトウキビなどの糖を集積する植物の茎や葉に内生している窒素
固定細菌で,土壌中には生息せず,植物の栄養体や種子で伝播するとされ
ている13)0.Herbaspirillum spp.は,イネ科植物の地上部からも発見されて
いる,トウモロコシの場合は病原菌である可能性が指摘されている13)｡窒素
固定には,多量のエネルギーが必要であり,イネの生育ステージにともな
表2　野生イネから分離された窒素固定細菌
Cl ose Surface Origin
relatives sterili -
(homology)　zation Organ Species
Azosf,irillum llLpojTenLm (950/o)
B52　　　　　　No Shoot
Herbaspirillum Her()pedicae (98 0/o )
B65　　　　　　No Leaf
sheath
A20SPinllum amazonese (95%)
B4　　　　　　Yes Stem
Aノ砂ia genosf) (980/.)
B29　　　　　　Yes Stem
0. glandiglumis　135
Wl194(CCDD)
0. baylhii
W1407 (AA)
(). ,I/(.I
WOO18 (CCDD)
0. ridl町i
WOOOl
事　Rennieの半流動培地を用いてアセチレン還元晴性(nmol/
hr/tube)測定した｡
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う糖や有機酸レベルの変動に大きく依存しているはずである｡この点につ
いては, 1970年代から指摘されているが,地上部に内生しているエンド
ファイトを意識した研究は見当たらない｡
5.イネに内在する微生物の探索のアプローチ
今までは,野生イネおよび栽培イネ在来品種の地上部および種子などか
ら多数の微生物を単離し,その同定を行うという極めて単純な探索を行っ
てきたが,上述のようないくつかの興味深い,示唆的な結果を得てきた｡そ
の間,イネのエンドファイト研究をどのように進めると面白いかという点
について,いろいろな専門の研究者と議論してきた｡ここで,私見も交え
ながらそれらの論点をまとめてみたい｡
1)有用な微生物遺伝資源としての位置付け
イネに内生または表面に生息している微生物の種類は,思いのほか多様
であった｡他の植物の場合も同様で,これらの植物の環境に適応した微生
物は,将来の有用物質生産などのための貴重な材料になるという捕え方で
ある｡ここで,単離されてきた微生物は,植物と強い相互作用を起こして
いる場合から,ただ単に腐生的な生活をしているものまで連続的なもので
あろう｡研究手法の難しさはさておいて,やはり,何故その植物に,その
微生物が生息していたのか知りたくなるであろう｡
2)根粒菌やAgrobacteriumなどで明らかにされている植物微生物相
互作用との比較
本冊子の前半部分は,根粒菌を中心とした共生成立のために,フラボノ
イドやリボキチンオリゴサッカライドといった化学シグナルを介した両
パートナー間の遺伝子発現制御が最も重要であることを明らかにしてい
る｡しかし,最近の研究では,これらの系は,なにも根粒菌とマメ科植物
に限られたことではなく,それぞれの生物がもっている自身の信号系を再
統合して利用している姿が明らかになりつつある｡また, Agrobacterium
などの病原菌も含めると,図2に示したように様々な因子がそれぞれの共
生系に特有な形で関わっていることが予想される｡イネエンドファイトの
中にも,両パートナー間で色々な働きかけのあるものと予想され,エンド
Micro b e
N utrition
Flavonoides &
Phenol s
→■●･･･-
二二
一一･･･一
:二
二二
二=
Oligos accharide s
β-Glucan
EPS
Phytohomones /
Pheromone s
Lytic Enzymes
Type III secretion system
:=
+ Merit (N2 fixation etc･)
Lys R famil
二　　Motility
二　　　Osmotic resistance
図2　根粒菌やAg710bactm'umの研究で植物と微生物の相互作用に関わってい
ることが知られている因子
ファイトの定着や特異性に関与しているのではないだろうか｡また,今回
の結果からも,文献的にも,エンドファイトは植物体内で,潜在的に病原
菌として振る舞う可能性を秘めており,おそらく病原性の機構とも接点を
もつと考えられる｡
3)生理･生態学的な興味
微生物生態学の立場でみると,植物体内のエンドファイトの群集構造が
イネの生育にしたがってどのように変化して行くかが重要な関心事にな
る｡イネは登熱前に茎や葉鞠に糖をためこむ性質を持っているが,それが
エンドファイトの基質になると思われる｡イネ籾にはモミラクトンなどの
多量の抗菌物質が含まれ,また,野生イネはみな赤米であり,種子を微生
物からの攻撃に対して保護しているが,エンドファイトはどのようにイネ
種子に入り込むのであろうか｡エンドファイトが植物に内在あるいは定着
する機構はいかなるものであろうか｡Azoarcus属細菌で示唆されている三
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者共生,すなわち,エンドファイト同志の相互作用はいかなるものであろ
うか｡以上のような疑問がわいてくる｡
今後は,上述のような観点も含めて,研究を進めて行きたいと考えてい
る｡最後に,貴重な助言を下さった,静岡大学の佐藤洋一郎氏,立命館大
学の森崎久雄氏,東北大学農学部の前　忠彦氏に深謝いたします｡本研究
は,東北大学遺伝生態研究センターの西岡きよ氏, AdelElbertagy氏,佐
藤雅志氏,三井久幸氏,鈴木　永氏の協力を得て行いました｡
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有用根圏菌葉頁による病害抑制:
植物生育促進菌類と菌根菌
百　町　満　朗*
近年,減農薬･生態系保全型の病害防除の必要性が強く唱えられている
が,そうした中で環境負荷の影響が少ないと考えられている生物防除の研
究が,世界的にも精力的に進められいる｡これまでに有望な生物防除要員
が多様な機能をもつ微生物の中から探索されてきている｡植物の根や根圏
から分離される細菌や菌類の中には植物の生育を顕著に促進するものがあ
り,それぞれ植物生育促進根圏細菌(plant growth-promoting
rhizobacteria : PGPR) 1~4),植物生育促進菌類(plant growth-promoting
fungi: PGPF)5~17)と呼ばれている｡有用根圏微生物であるこれらPGPR
やPGPFは植物の生育を促進するのみならず,各種の土壌病害を抑制する
ことも知られている1･3~7･9-11･13~23)｡また,同様な効果が植物の根に共生する
菌根菌によっても兄いだされている｡また,最近ではPGPRやPGPFさら
には菌根菌が土壌病害に加えて地上部病害をも抑制するという興味深い事
実が明らかになってきている24~37)｡すなわちPGPRやPGPFおよび菌根
菌の病害抑制機構に植物への全身抵抗性の誘導が関わっていることが兄い
だされてきており特に注目されている｡これまでPGPRに関しては植物に
対する生育促進機構や病害抑制機構に関する研究が精力的に行われてきて
いるが, PGPFや菌根菌におけるこれらの研究はまだ萌芽的な状態にすぎ
ない｡ここでは,有用根圏菌類としてPGPFと菌根菌を中心に,植物に対
する生育促進機構や病害抑制機構に関するこれまでの研究例を紹介する｡
Ⅰ植物の生育を促進する有用根圏菌類の例
これまでに報告されている植物の生育を促進する有用根圏微生物として
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は,細菌ではAgrobacterium paspali, Azotobacter putida, Bacillus subtilis,
Bacillus sp., Bacillus spp., Pseudomonas jluorescense, P. putida, Stre-
Piomyces sp.40146)が,また菌類ではFusarium y10Seum, PhyioPhihwa
pwasitica,非病原性Rhizoctonia solani, 2核Rhizoctonia AG-F, AG-K,
Rhizopus miricans, sterile black fungus, sterile dark fungus, sterile red
fungus, Trichoderma koningi, T. viridae, T. harZianum等が知られてい
る5･6,7･11~13･17,47~49)0 PGPFは数種の土壌菌類の中から兄いだされているが
その種類は限ら'itており,またPGPRに比べそれらの報告事例も数例ある
にすぎない｡これまでに報告されているPGPRやPGPFは,植物の根圏･
根面に定着する能力(根圏定着能力; rhizosphere competence)の高いも
のが多い2~4,17･23･32)｡根圏定着能力が高いことはPGPRやPGPFが生物防
除要員となりうる有望な特性の一つと考えられている｡我々の研究室でコ
ウライシバ,コムギ,トウモロコシ,ナスおよびピーマンの根圏と根面か
ら菌類を分離し高い生育促進能力を持つPGPFを探索したところ,興味深
いことにコウライシバから分離された菌類に顕著な生育促進効果を示すも
のが多く兄いだされた9･10,1ト16)｡これらの生育促進効果の例を挙げると茎葉
垂の対照比でベントグラスに9.1倍,ライグラスに4.4倍,トマトに5.1倍
という結果を得ている9･10)｡また, PGPFの生育促進効果は通常生育初期の
幼苗個体に顕著に現れるが, Phomaやsterile菌を用いたコムギの実験で
は開花期(播種後10週目)から種子成熟期(14週目)に至るまでの長期間
にわたって生育促進効果が持続する結果も得られている14)｡ PGPFの根面
定着能力は用いた植物の種類とPGPFとの組み合わせで異なり,例えば
Phomaのある菌株はコムギ,オオムギ,ライグラス,キュウリの根に良く
定着するのにトマトとダイズには定着割合が低い｡
一方,植物の根に菌根といわれる特別な器官を形成する菌根菌も植物の生
育を促進し収量を増大することが良く知られている｡菌根菌は(i)
ectomycorrhiza (外生菌根菌), (ii) vesicular arbuscular mycorrhiza (内
生菌根菌), (iii) ectendomycorrhiza (内外性菌根), (iv) arbutoid
mycorrhiza (アーブトイド菌根), (V) monotropoidmycorrhiza (モノト
ロポイド菌根), (vi) ericoid mycorrhiza (ェリコイド菌根), (vii)
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0rchidmycorrhiza (ラン菌根)の7種が知られている｡とくに外生菌根と
内生菌根は広く遍在して植物と共生している｡担子菌類と子のう菌類に含
まれる約5,000種の菌類が約2,000種の木本植物に外生菌根を形成する｡ま
た,維管束植物のおおよそ50/.が単一のまたは複数の菌類と外生菌根を形
成している｡外生菌根は植物の定着に重要な役割を果たしており,いろん
な国で植栽時に菌根菌を樹木の種苗に処理している｡内生菌根菌は農作物
と密接な関連をもっており,リンや他のミネラルの吸収を増大し植物の生
育やバイオマスを促進している｡実際の圃場で内生菌根菌を接種すること
でコムギやイネなどの穀類ばかりでなくトマトやインゲンあるいはオレン
ジ,ブドウ,コーヒーなどの収量が増加した例もある｡
ⅠⅠ有用根圏菌類による植物生育促進機構
PGPFや菌根菌などの有用根圏菌類の生育促進機構として, ①有用根
圏菌類自体の生育促進物質の産生, ②接種源に用いた大麦粒などの基質
あるいは土壌中の有機物を有用根圏菌類が分解し植物に利用しやすくす
る,いわゆる有機物のミネラリゼイション化,および③有用根圏菌類に
よる有害微生物の抑制,などが考えられる｡
①　有用根圏菌類の植物生長ホルモンの産生
ある種の菌類の培養ろ液が植物の根長を促進する例は良く知られてい
る｡これはこれらの菌が植物ホルモンを産生するためである｡しかしなが
ら,我々が用いたPGPFはいずれの菌の培養ろ液あるいはその希釈液にも
根長の促進効果は認められなかった｡さらに, PGPFをMurashige and
Skoog(MS)培地に接種したところ,ハクサイの生育は促進されずに,逮
に抑制された｡これらの結果は, PGPFが植物生長ホルモンを産生しない
ことを示唆している｡
②　有用根圏菌類によるミネラリゼイション
PGPFの含菌大麦粒をMS培地に加えたところ,いずれの菌も生育促進
効果を示さなかった.一方,窒素源を抜いたMS培地ではPhoma菌におい
て生育促進効果が認められたが,他の菌では認められなかった｡ P源とK
源を抜いたMS培地ではいずれの含菌大麦粒を加えても効果はなかった｡
180
PGPFの含菌大麦粒の窒素含量を調べたところ,全窒素量は各菌とも大差
なかったが,可溶性窒素のアンモニア態窒素量では差があり, Phoma>
Fusarium > Penicillium > Trichoderma >対照の順に多く,特にPhomaの
含菌大麦粒中には対照の約7.8倍含まれていた｡ PGPFを培養した大麦粒
の重量を調べたところ,安定した生育促進効果を示した菌ほど重量が減少
する傾向を示した｡また,この減少率とPGPFのセルロース分解能および
デンプン分解能の間には高い正の相関が認められた｡
これらの結果から, PGPFの生育促進効果は基質に用いた大麦粒や土壌
中の有機物をPGPFが植物に取り入れやすい形一例えばアンモニア態窒
素一に分解し,その分解物を植物が吸収･利用した結果によるためと思わ
れた｡
(参　有用根圏菌類による病害抑制
有用根圏菌類による生育促進効果はこれら菌類が土壌中の有害な微生物
の働きを阻止することで生じたとも考えられる｡前述したようにこれまで
に報告されているPGPRやPGPFはいずれも各種土壌病害に対して高い
発病抑制効果を示している｡我々の研究室で分離したPGPFも高い発病抑
制効果があることが予想された｡それはキュウリを用いたとき対照とした
自然土ではPythiumによる立枯れが激しかったのにPGPFを処理すると
立枯れが起こらず生育が良かったことによる｡病原菌との組み合わせで異
なったもののコウライシバから分離したPGPFはPythium aphanider-
matum, P. irregulare, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Fusarium
oxysporum f. sp. melonis, F oxy. f. sp. cucumerinum, Gaeumannomyces
gylaminis var. tritici, Cochliobolus sativusに対して,顕著な発病抑制効果
を示した9･10･23)0
ⅠⅠⅠ有用根圏菌類による誘導抵抗
微生物を植物に処理することで植物に抵抗性を誘導する試みは既に19
世紀初頭から行われてきており, 25種以上の作物で認められている｡多く
は病原菌が用いられてきた｡すなわち,予め少量の病原菌を接種した後に
同じ病原菌を多量に接種したときに抵抗性がみられることが多い｡この現
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象は動物で知られている"免疫"現象と似ていることから,植物の系でも
=免疫"という言葉が使われることもある｡現在では病原菌以外に非病原
菌,弱病原菌,根圏･根面微生物,内生菌,菌根菌など各種の微生物が用
いられている｡
コウライシバから分離したPhoma, Trichoderma, Fusarium, Penicil-
lium, sterileの各2菌株づつ(計10菌株)の含菌大麦粒(BGI),菌糸体お
よび培養ろ液(CF)をキュウリの地下部に接種後,キュウリ炭そ病菌
(Colletotrichum orbiculare)を本葉第2葉に接種し,出現病斑数と病斑面
積を測定しPGPFによる植物への全身抵抗性の誘導の有無を調べた｡その
結果, TrichodermaのBGIを除きいずれの菌株の接種源を用いても顕著
な病気抑制がみられ,PGPFによる抵抗性誘導が認められた31)｡このように
コウライシバから分離したPGPFでは用いた全ての菌株で誘導抵抗がみ
られたが, PGPRでは用いた細菌のわずかに6.4%しか誘導抵抗を示さな
いことが報告されている35)｡コウライシバから分離したPGPFと同様にこ
れまでに各国から報告されたPGPFがいずれも誘導抵抗を示すかは不明
だが,興味深い｡石破らはキュウリ根圏から分離した菌類のキュウリ庚そ
病に対する誘導抵抗能を調べたが,誘導抵抗を示す菌類の割合は1.9-2.4%
と低かったとしている50)｡ごく最近, 2核RhizoctoniaやTrichodermaが植
物に誘導抵抗をもたらすとの報告がでてきた51-53)｡これら2核
RhizoctoniaやTrichodermaには植物生育促進能を持った菌株もあり,ま
た生物防除要員と見なされているものも多い17･48･49)｡今後,植物生育促進能
を持ったこれらの菌の植物への抵抗性誘導の有無を調べてみる必要があろ
う｡
内生菌根菌を用いた場合でも植物に抵抗性が誘導され各種の地上部病害
が抑制されたとの報告があるが,逆に病害を助長した例も多く安定してい
ない｡一方,地下部病害に対しては内生菌根菌の感染による全身的な抵抗
性誘導により病気の発生が抑制されている例が多い｡
コウライシバから分離したPGPFの誘導抵抗の持続期間はキュウリ炭
そ病に対し温室で9週間,ほ場で6週間と長期にわたった33)｡また,これら
PGPFは炭そ病以外にキュウリ斑点細菌病(Pseudomonas syringae pv.
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lachrimans)やキュウリつる割れ病(F. oxy. f. sp. cucumen'num)にも抵
抗性を誘導した26)｡このようにPGPFによる誘導抵抗は地上部病害や地下
部病害,また,菌類病から細菌病におよんだが,これは一度抵抗性が誘導
された植物は病害の種類(ウイルス病,細菌病,および菌類病)に関係な
く抵抗性を示すというこれまでに知られている誘導抵抗の特性と一致して
いる｡
ⅠⅤ　有用根圏菌類による誘導抵抗の機構
1.有用根圏菌類の根面定着と誘導抵抗
PGPRやPGPFはそれらが植物の根に定着することにより,あるいはそ
れらの代謝物により抵抗性を誘導する｡根への定着性の高いPGPFでは
BGIの接種形態で処理した場合, PGPFの着生率が高いほど誘導抵抗の割
合も高く,両者の間に正の相関が見られる32)｡また,これらのBGIをオー
トクレーブ処理した場合は抵抗性が誘導されない｡このことは,これらの
PGPFが根に定着する過程で何らかのエリシターが産生されることを示
唆している｡定着性のPGPFはキュウリの表皮や皮層外部に定着する23)｡
PGPFによる根への定着割合は用いたキュウリ品種で異なり, PGPFは炭
そ病に抵抗性の品種よりも感受性の品種に高率に定着した33)｡定着能が低
いPGPFを用いても抵抗性は誘導されるが,これらの菌では根への定着率
と誘導抵抗の間にはなんら関係がみられない｡しかし,定着能の低い
PGPFも高いPGPFと同様にそれらのCFを処理することで抵抗性が誘
導されることから,これらの菌が土壌や根の周辺を生育する間に産生され
たエリシター物質が植物に抵抗性を誘導したと考えられる｡
外生菌根菌や内生菌根菌の場合は,菌根を形成することで植物体にリン
やミネラルなどが吸収され生理的変化が生じ,いわゆるadult resistance
が誘起されて抵抗性が増すと考えられている｡また,菌根という形態的変
化により病原菌の侵入･感染に対する抵抗性が増大する｡
2.抵抗性が誘導された植物体上での病原菌の定着･発芽･感染阻害
PGPFを処理するとキュウリの葉上でのC. orbiculwe胞子の発芽率が
著しく減少するとともに,付着器からの感染菌糸数も著しく少なくな
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る25･26,54)｡他の研究例でも知られているように抵抗性が誘導された植物で
はある種の抗菌物質が産生され,それによって胞子発芽や感染菌糸の産生
が阻害されているものと思われる｡さらに, PGPFを処理した植物では病
原菌が感染しようとする部位にリグニンの集積が認められている54･55).リ
グニン化に伴い病原菌は感染した細胞外に成長できず病斑進展は抑制され
る｡
内生菌根菌が感染した根では病原菌の植物根への侵入部位の細胞壁が肥
厚し,侵入が阻止されたり,植物体内で形成された代謝産物によって病原
菌の遊走子のうや厚膜胞子などの形態形成が抑制される｡また,ポリフェ
ノールが蓄積し,病原菌の進展を抑制する｡
3.有用根圏菌類処理に伴う各種抵抗反応関連酵素の発現
PGPRやPGPFをキュウリの根に処理するとこれまでに抵抗反応に関
連する酵素として知られているパーオキシダーゼ(PO),ポリフェノールオ
キシダーゼ(PPO),キチナ-ゼ, β-1,3-グルカナ-ゼ,フェニルアラこン
アンモニアリア-ゼ(PAL)などの各種の防衛代謝関連酵素類の発現が認
められる場合がある25,54)0 PGPF処理によりPOは炭そ病菌の挑戦接種後
のほぼ3日目から6日目にかけてピークとなりその後は減少した/.しかし
6日目以降でも無処理に比べると高い値を維持した｡ PPOは6日目にピー
クとなりその後は減少した｡挑戦接種後の6日目は病斑進展が最大になる
ときであり,病斑進展が減少するとともにPOやPPO活性が減少したこ
とを考えると, POやPPOは抵抗性が誘導された植物での病斑進展の制御
に重要な役割を持つことが示唆される｡PAL活性は挑戦接種後の6日まで
顕著にみられたが9日目以降は減少し無処理とほぼ同様のレベルとなっ
た｡このようにPALにお(,てもPOやPPOと同様に活性の増加･減少の
時期が病斑進展の増加･減少と良く符合した｡また, PAL活性が防御反応
機構の一つと考えられているリグニン化と密接に関連することが示唆され
た.さらに,加水分解酵素であるキチナ-ゼやβ1,3-グルカナ-ゼは,多
くの植物で病原菌の感染後に全身的に集積することが知られているが,
PGPF処理によりこれらキナナ-ゼとβ-1,3-グルカナ-ゼの活性が挑戦
接種後3日～6日目以降に顕著にみられている54)0
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菌根菌が感染するときには植物体に前述した各種の防衛代謝関連酵素類
の発現が認められないとの報告がある｡一方,菌根菌の感染によって植物
体に全身的な抵抗性が誘導される場合において,病原菌の侵入時にこれら
酵素類の発現が認められるのかどうかは明らかにされていない｡
4.有用根圏菌類の産生するエリシター物質
これまでにPGPRの産生するシデロフォアや抗生物質あるいは細胞壁
中のリボポリサッカライドなどがエリシターと-して作用することが知られ
ている30･34･56~58)が,前述したようにPGPFのCF中にも抵抗性を誘導する
ェリシター物質が存在する｡ CFに熱,蛋白除去,脂質除去,透析などの各
種処理を行いエリシター物質の特定を試みた結果,耐熱性で蛋白を含まな
いMW12,000以上の多糖を中心とした画分に高いエリシター活性が認め
られた25･54･55)0
5.有用根圏菌類のCFを処理した植物からの活性酸素生成
病原菌の感染や虫害,傷害,高低温,乾燥,光などの様々な環境ストレ
スを受けた植物組織が,急激な活性酸素を生成するという現象(オキシダ
テイブバースト)が知られており,近年植物の生体防御の面から注目され
ている59~61)｡オキシダティプバーストは病原体の生長を直接抑制するとと
もに植物の細胞壁を強める役割も知られているが,とくに防御代謝関連酵
素の遺伝子発現やファイトアレキシン生合成を誘導するシグナル中間体と
して働いている可能性が重要視されている｡そこで,PGPFのCFの各分画
をタバコのカルスとキュウリ果実に処理しエリシター活性と活性酸素生成
およびリグニン化との関係を調べた｡はじめにPGPFのPhoma, Tri-
choderma, Fusarium, Penicillium, sterileのそれぞれ2菌株のCFをタバ
コカルスに処理した結果, Trichodermaの1菌株を除きいずれも高い活性
酸素生成が認められた55)｡とくにPenicillium simplicissimumの菌株
GP172では他の菌株の100倍以上の活性があった｡そこでGP172のCF
の各画分を調整しタバコのカルスとキュウリ果実に処理した結果,
MW12,000以上の多糖を中心とした画分を用いたときにタバコのカルス
では処理後30分に,またキュウリ果実からは処理後15分に顕著な活性酸
素生成が認められた｡一方,キュウリ果実からは脂質画分を用いたときに
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も処理後40分に顕著な活性酸素生成が現れた｡このように活性酸素生成は
用いた植物種とエリシター物質の違いにより異なることが認められた｡さ
らに,これらの画分を処理したキュウリの腔軸に炭そ病菌を接種したとこ
ろ, MW12,000以上の画分と脂質画分で顕著なリグニン集積がみられた｡
すなわちエリシター活性と活性酸素生成およびリグニン化との間には相互
に密接な関係があることが明らかになった｡
おわ　り　に
現代は環境保全の立場から,病害防除に関しても従来の殺菌効果一辺倒
に頼った農薬の使用に批判が多い｡一方,植物側の抵抗性を増強させて間
接的に病害を防除する薬剤が開発されている｡プロベナゾ-ル,フェリム
ゾン,ホセチルが知られているが,前2者はいもち病に,また,後者はべ
と病,疫病などの病害に対し植物に抵抗性を付与する｡プロベナゾ-ルと
フェリムゾンはこれらがイネ体内に吸収されるといもち病菌の感染により
抵抗性が誘導され,その結果,抗菌性物質が生成されいもち病が抑制され
る｡最近は"植物免疫"62)の考えを基盤に,植物に全身的な抵抗性を獲得さ
せる"plant activator"と呼ばれる化学物質の開発が盛んである63)0
"plantactivator"とは,それを植物に処理することでサリチル酸やジャス
モン酸が合成され,その結果,全身誘導抵抗性遺伝子(SAR遺伝子)の発
現が促され,リポキシゲナーゼ,パーオキシダーゼ,キチナ-ゼなどのPR
蛋白質が活性化し,植物の抵抗性を増強させる化学物質である｡これまで
にある化学物質が"plant activator"とみなされるためには以下の3つの
基準が必要とされる｡それらは, (1)病原菌に対し直接的.な抗菌作用がな
いこと, (2) "病原菌による誘導抵抗"で得られるのと同じスペクトラム
の病気に抵抗性を誘導すること, (3) "病原菌による誘導抵抗"で植物体
に認められるのと同じ生化学的変化がこれら化学物質を処理したときにも
生じること,である｡病原菌を用いたときに生じる全身的誘導抵抗発現に
おいては,サリチル酸がシグナル伝達物質として中心的な役割を担うとす
る報告が多い64,65)｡一方,サリチル酸以外にもSAR遺伝子の発現をもたら
す化学物質が知られてきた｡これまでにサリチル酸と機能的アナログ-を
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示すイソニコチン酸の誘導体2, 6-dichloroisonicotinic acidとベンゾチア
ゾ-ル系化合物7-acyl-benz0-1, 2, 3-thiadiazole derivativesが"plant
activator"としてみいだされており,これらがサリチル酸と同様に植物体
に生化学的変化をもたらし各種の感染特異的蛋白質(PR蛋白質; path･
ogenesis-related protein)を集積するとされる｡ "plant activator"は従来
の農薬の概念とは根本的に異なっており,これにより農薬開発は全く新し
い時代を迎えるのかも知れないo新たな"plant-activator"の探索が今後精
力的に行われるであろう｡
一方,前述したように微生物,とくに病原菌を植物に処理することで植
物に免疫を与える試みは既に60年以上も前から行われてきた｡また,最近,
非病原菌,弱病原菌,根圏･根面微生物,内生菌,菌根菌など各種の微生
物を処理することで植物に抵抗性が誘導される事例が報告されはじめてい
るが,微生物により植物体に抵抗性が付与されることは,自然界では当た
り前に起こっている現象なのかも知れない｡通常,病原菌を用いたときの
抵抗性誘導の効果は他の微生物を用いたときよりも高く安定しているが,
植物の抵抗性誘導のために病原菌をほ場に導入することは病原菌の拡散を
もたらす恐れがあり現実的ではない｡また,有用微生物による誘導抵抗で
は, ①処理部位に壊死反応を伴わない, (参抵抗性が誘導された植物の中
にはサリチル酸は集積されず,また, PR蛋白質も発現しない66･67),および
③サリチル酸の代わりにジャスモン酸が全身抵抗誘導発現のシグナル伝
達物質となる68),などの例があるように,誘導抵抗の現象やその機構が"柄
原菌による誘導抵抗"の場合と異なることがある｡植物の病害防御手段は
多岐にわたっているのかも知れない｡ PGPFや菌根菌による誘導抵抗機構
を明かにするには今後これらの処理に伴う植物体内での生化学的変化をよ
り詳細に調べる必要がある｡ところで,サリチル酸は全身抵抗誘導発現の
シグナル伝達物質として中心的な役割を担うとされているが,これを植物
に直接処理しても局部的には抵抗性が誘導されるものの全身的な誘導はも
たらさない63)｡一方,活性酸素が全身的抵抗誘導シグナルとして機能してい
ることが近年多く報告されている｡本稿で示したように多くのPGPFの
CFが顕著な活性酸素生成をもたらした｡またCF中の活性酸素生成画分
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とエリシター活性画分とは一致しており,さらにこれらの画分がリグニン
を集積した｡各種微生物のCFの活性酸素生成能を調べることで植物に抵
抗性を誘導する有望な生物防除要員を探索することが可能になるかも知れ
ない｡今後, PGPRやPGPFおよび菌根菌による誘導抵抗に活性酸素がど
のように関わっているのか明らかにする必要があろう｡
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